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RÉSUMÉ 
Au Canada ainsi que dans la plupart des pays industrialisés le cancer est la première 
cause de mortalité, devançant maintenant les maladies cardiovasculaires. Suivant le 
cancer du sein, du poumon et du côlon, le cancer de l'endomètre occupe la 4e place des 
cancers les plus fréquemment diagnostiqués chez la femme. Bien que le cancer de 
l'endomètre soit hautement curable lorsqu'il est détecté précocement, les femmes 
atteintes d'un carcinome endométrial métastasé ont un taux de survie de moins de 20 %. 
Ainsi, la présence de métastases est la principale cause du décès des patientes atteintes 
du cancer de l'endomètre. Très peu de modèles expérimentaux sont disponibles jusqu'à 
maintenant pour la caractérisation des facteurs impliqués dans le phénotype métastatique 
du carcinome endométrial. C'est donc dire que très peu de lignées du cancer endométrial 
dérivent directement de métastases. Nous avons donc procédé à la caractérisation d'une 
nouvelle lignée du carcinome endométrial : EN-1078D. Cette lignée a été dérivée à 
partir d'une métastase ovarienne et est issue d'un cancer de stade avancé et pauvrement 
différencié. Nous avons procédé à des analyses cytologiques, cytogénétiques et 
moléculaires ainsi qu'à des xénogreffes et des tests de sensibilité aux principaux agents 
chimiothérapeutiques utilisés en traitement du cancer endométrial. L'ensemble de nos 
résultats suggèrent que la nouvelle lignée EN-1078D sera un excellent modèle afin 
d'étudier les propriétés métastasiques des cellules du cancer endométrial ainsi que leur 
régulation par les hormones sexuelles stéroïdiennes. Alors que l'implication des 
oestrogènes et de la progestérone dans l'initiation et la régulation du cancer endométrial 
ne fait certainement plus aucun doute, nous avons mis en évidence un rôle inattendu 
pour une autre hormone: l'ocytocine. Cette petite hormone connue classiquement pour 
son rôle dans la parturition, l'allaitement et le développement du comportement 
maternel, a démontré sa capacité d'induire l'invasion des cellules du carcinome 
endométrial. Nous avons démontré que l'ocytocine induit l'invasion via la production de 
la PGE2 et de son récepteur EPI et que cette réponse est dépendante de l'activation de la 
voie de PI 3-KI Akt. Plusieurs acteurs sont impliqués dans le processus, il s'agit de 
COX-l, COX-2, XIAP, MMP-2, MMP-14, PKC et même la voie de ERKI/2. Avec la 
présence confirmée du récepteur OTR dans tous les grades (l, II et III) du cancer de 
l'endomètre, nos résultats suggèrent que le système ocytocine/OTR devrait être 
considéré comme un important facteur impliqué dans la progression du cancer 
endométrial. 
Mots-clés: caractérisation, carcinome endométrial, EN-1078D, ocytocine, OTR, PGE2, 
PI 3-KlAkt, COX-l, COX-2, XIAP, MMP-2, MMP-14, invasion, métastasie 
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CHAPITRE 1 
INTRODUCTION 
Selon les analyses statistiques et épidémiologiques, près de 4700 nouveaux cas du 
cancer de l'endomètre auront été diagnostiqués au Canada en 2011 (Société Canadienne 
du Cancer, 2010). Ainsi, le cancer de l'endomètre est la première pathologie 
gynécologique maligne et le quatrième type de cancer en importance chez la femme. 
Bien que ce type de cancer soit considéré comme étant hautement curable lorsqu'il est 
diagnostiqué précocement, la principale cause de décès du cancer endométrial est reliée 
à la présence de métastases: le taux de survie après 5 ans passant ainsi de 96 à 17 % 
(Jemal et al., 2010). li est donc primordial de mieux comprendre les différents facteurs et 
les mécanismes qui sont impliqués dans le phénotype métastasique en plus de 
développer de nouveaux modèles d'études afin d'offrir un arsenal thérapeutique plus 
approprié aux femmes atteintes. 
1.1 La carcinogenèse ou le développement d'un cancer 
1.1.1 Généralités 
Les cancers sont des maladies qui découlent d'anomalies génétiques qui finissent 
par perturber la régulation entre la croissance, la division et la mort des cellules dans 
l'organisme. Le processus de cancérisation implique une multitude d'étapes successives 
(Figure 1.1). L'initiation de la transformation tumorale est due à l'apparition d'une 
première altération génétique, suite à des facteurs endogènes et/ou exogènes, qui 
entraîne une instabilité génique au sein d'une seule cellule. Cette instabilité va favoriser 
à son tour l'apparition d'autres altérations ainsi que la perte ou le gain de fonctions 
pouvant conférer à la cellule «anormale» des avantages sélectifs de survie et de 
prolifération. Ainsi, le cancer est la conséquence d'une accumulation de mutations du 
code génétique qui provoque une multiplication anarchique de cellules qui ont acquis 
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certaines caractéristiques leur permettant de se diviser indéfiniment (Will man and 
Hromas, 2006) . 
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Figure 1.1: La transformation d'une cellule normale en une cellule cancéreuse. 
Source: Dr Thierry Soussi, "Cancer Multistep", Institut Curie, Paris, 
2007 
Jusqu'à maintenant, plus de trois cent cinquante gènes, soit un peu plus de 1 % du 
génome humain, ont été reliés au développement du cancer (Will man and Hromas, 
2006; Futreal et al., 2004). Bien que la grande majorité de ces gènes (approximativement 
90 %) soient retrouvés seulement dans les cellules somatiques d'un tissu suite à une 
altération spontanée, 10 % des gènes altérés peuvent se retrouver dans les cellules 
germinales et possèdent ainsi un caractère transmissible (Futreal et al., 2004). 
1.1.2 Les proto-oncogènes 
Les proto-oncogènes sont un groupe de gènes normaux, hautement conservés, qui 
sont généralement impliqués dans la régulation, la prolifération et la différentiation 
cellulaire. Des altérations dans la structure et/ou dans l'expression d'un proto-oncogène 
peuvent l'activer en oncogène (gain de fonction) capable d'induire un phénotype 
néoplasique. TI suffit qu'un des deux allèles du gène soit modifié pour induire cette 
activité oncogénique. Plus d'une centaine d'oncogènes ont été identifiés à ce jour et 
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peuvent être classifiés en cinq catégories: 1) les facteurs de croissance, 2) les récepteurs 
des facteurs de croissance, 3) les transducteurs de signaux, 4) les facteurs de 
transcriptions et 5) les autres, incluant les régulateurs apoptotiques (Pierotti et al., 2006). 
Les oncogènes en lien avec notre première étude soit HER-2/neu et K-Ras, sont 
présentés ci-dessous alors que la protéine Akt est décrite dans la section 1.3.3. 
1.1.2.1 HER-2/neu 
HER-2/neu (Human epidermal growth factor receptor-2), aussi appelé c-ErbB2 (ou 
ERBB2) est l'homologue humain d'un oncogène neu identifié dans l'ADN d'un 
neuroblastome de rat (Revillion et al., 1998; Shih et al., 1981). Localisé sur le 
chromosome 17q (Schechter et al., 1985), HER-2/neu encode pour une glycoprotéine 
transmembranaire membre de la famille des EGFR (Epidermal Growth Factor 
Receptor), p185neu (Coussens et al., 1985; King et al., 1985; Schechter et al., 1985; 
Wilson et al., 2005). Contrairement aux membres de sa famille, HER-2/neu ne possède 
pas une grande affinité pour lier directement un ligand. Il agit surtout comme un 
co-récepteur dans la dimérisation et l'activation des autres récepteurs: EGFR (ErbBl), 
HER-3 (ErbB3) et HER-4 (ErbB4) (Graus-Porta et al., 1997; Schechter et al., 1985; 
Tzahar et al., 1996; Wilson et al., 2005). L'amplification ou la survenue de mutations 
oncogéniques chez HER-2/neu lui confère une indépendance face à l'activation par les 
ligands et initie constitutivement son activité tyrosine kinase (Weiner et al., 1989; 
Wilson et al., 2005). Son couplage avec les récepteurs ErbBs lors d'une amplification du 
gène ou surexpression de la protéine entraîne donc un déséquilibre dans la formation 
d'homodimères (ex: EGFR-EGFR) au profit d'hétérodimères (ex: EGFRlHER-2 neu) 
possédant une activité intrinsèque (Wilson et al., 2005; Yarden and Sliwkowski, 2001). 
Il a été démontré que la surexpression de HER-2/neu pouvait stimuler la voie de 
RaslRaf/ MAPK (Ben Levy et al., 1994) ainsi que celle de PI-3K1Akt (Fedi et al., 1994) 
favorisant ainsi la transformation et la progression maligne. L'amplification du gène 
et/ou surexpression de la protéine HER-2/neu est retrouvée dans 25 à 30 % des cancers 
du sein (Berchuck et al., 1990), dans 26 % des cancers de l'ovaire (Slamon et al., 1989) 
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et dans 10 à 15 % des cancers de l'endomètre (Rolitsky et al., 1999). Lorsque le nombre 
de copies du gène HER-2/neu versus le centromère est inférieur à 4 dans une cellule, il 
s'agit d'une faible amplification du gène (Cianciulli et al., 2003). 
1.1.2.2 K-Ras 
K-ras qui est l'acronyme de «v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene 
homolog» (McGrath et al., 1983) est membre de la famille des gènes ras (N-ras, H-ras et 
K-ras) qui sont activés par des mutations localisées dans les codons 12, 13 et 61 
(Barbacid, 1987). Alors que les mutations de N-ras sont plus fréquemment retrouvées 
dans les leucémies myé10ïdes (Bos et al., 1985; Bos, 1988) et ceux de H-ras dans les 
cancers de la vessie et du col de l'utérus (Lee et al., 1996; Riou et al., 1988), les 
mutations de K-ras sont retrouvées dans les adénocarcinomes du pancréas (Urban et al., 
1993), du colon (Bos et al., 1987), des poumons (Rodenhuis and Slebos, 1992), de 
l'utérus et des ovaires (Enomoto et al., 1993). De 10 à 30 % des adénocarcinomes 
endométriaux présentent des mutations de K-ras (Ito et al., 1996; Sasaki et al., 1993). La 
mutation la plus fréquente est la substitution simple de la seconde base du codon 12 de 
K-ras codant pour une glycine (GGT ~ GAT) (Cho et al., 1997). Certaines études ont 
montré que la prévalence des mutations de K-ras dans les adénocarcinomes 
endométriaux serait plus élevée au sein de la population asiatique (25 %) que dans la 
population nord-américaine (12 %) (Enomoto et al., 1995; Sasaki et al., 1993). 
Les gènes ras codent pour une protéine de 21 kDa appelée ras p21 ou RasGAP 
(Ras GTPase activating protein) qui est normalement située à la surface interne de la 
membrane cellulaire afin de participer à la transduction des signaux cellulaires capables 
de recruter et d'activer c-Raf ou PI 3-K/Akt, par exemple. Lorsque la protéine p21 est 
activée, elle lie une guanine triphosphate (GTP) et de par son activité enzymatique 
intrinsèque clive le phosphate terminal de la GTP qui est alors convertie en GDP, c'est-
à-dire en guanine diphosphate. Le remplacement ou l'enlèvement de la glycine 12 
(GlyI2) empêche l'inactivation de l'activité GTPase de la protéine p21 favorisant la 
transformation cellulaire par son action constitutive (Barbacid, 1987). 
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1.1.3 Les suppresseurs de tumeurs 
Les gènes suppresseurs de tumeurs ou anti-oncogènes sont des inhibiteurs de la 
prolifération cellulaire. Contrairement aux oncogènes, les deux allèles d'un gène 
suppresseur de tumeurs doivent être inactivés afin d'entraîner une perte de fonction 
conduisant à la transformation maligne. Cette perte de fonction peut être causée par une 
délétion dans le gène, une mutation ponctuelle ou une inhibition de la transcription du 
gène. À ce jour, près de 30 gènes suppresseurs de tumeurs impliqués dans le 
développement du cancer ont été identifiés (Park and Vogelstein, 2006). Un sous-groupe 
au sein des gènes suppresseurs de tumeurs est composé des gènes de réparation de 
l'ADN qui sont également inactivés dans les cancers humains. Bien que ces gènes soient 
plus passifs dans le contrôle de la prolifération cellulaire, leur inactivation entraîne une 
augmentation des mutations dans le génome qui peuvent affecter les proto-oncogènes et 
les suppresseurs de tumeurs (Park and Vogelstein, 2006). 
Les altérations du gène suppresseur de tumeur p53 (TP53) sont parmi les plus 
recensées dans les cancers incluant les adénocarcinomes endométriaux. Les mutations 
dans le gène de p53 se retrouve dans Il % des cancers de l'endomètre de grade l 
(Sherman et al., 1995) comparativement à plus de 45 % pour le grade III (Enomoto et 
al., 1993). p53 joue le rôle d'un facteur de transcription lorsqu'il est en présence de 
lésions de l'ADN ce qui permet soit l'arrêt du cycle cellulaire afin de procéder aux 
réparations de l'ADN ou soit l'induction de l'apoptose de la cellule affectée (Esteller et 
al., 1999). Également, le gène suppresseur de tumeur PTEN (Phosphatase and Tensin 
Homologue Oeleted on Chromosome TEN) est fréquemment muté dans le cancer de 
l'endomètre avec une prévalence de plus de 80 % des cas (Dedes et al., 2010). La 
description plus détaillée de PTEN est retrouvée dans la section 1.3.4. 
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1.2 L'apoptose et la survie cellulaire 
1.2.1 Généralités 
L'apoptose ou mort cellulaire programmée est un mécanisme physiologique 
complexe et très régulé qui est impliqué dans le développement, la croissance et le 
maintien des tissus normaux. Ce processus permet de contrôler le nombre de cellules 
dans un tissu ou dans un organe via le déclenchement de l'autodestruction cellulaire. TI 
permet d'éliminer les cellules endommagées ou âgées afin de préserver l'intégrité de 
l'organisme. L'apoptose peut être induite par la perte d'un signal de survie cellulaire ou 
par la réception d'un signal apoptotique (Geske and Gerschenson, 2001). Dans les tissus 
adultes sains, l'apoptose est en constante équilibre avec la division cellulaire. Les 
altérations de la régulation du cycle cellulaire et de l' apoptose sont donc impliquées dans 
la pathogénèse de certaines maladies neurodégénératives, dans le cancer et même dans 
certains désordres immunitaires (Thompson, 1995) 
1.2.2 Le cycle de division cellulaire 
Le cycle de division cellulaire est une suite d'évènements ordonnés qui 
comprend les différentes étapes de vie d'une cellule de sa formation jusqu'à sa propre 
division. Ainsi, le cycle cellulaire se divise en deux grands stades: l'interphase, pendant 
laquelle la cellule croît mais ne se divise pas et la phase mitotique (phase M), pendant 
laquelle elle se divise. L'interphase est la période la plus longue du cycle cellulaire avec 
approximativement 95 % de sa durée et se divise en 3 sous-phases de transitions 
nommées G I (Gap 1), S (Synthèse) et G2 (Gap 2) (Figure 1.2). La phase G I est une phase 
métabolique très active et correspond à la croissance cellulaire. La phase de synthèse S 
est caractérisée par la croissance cellulaire et la duplication du matériel génétique. 
Finalement, la phase G2, aussi appelée la phase pré-mitotique, débute dès que la 
réplication de l'ADN est achevée et permet à la cellule de se préparer pour la division 
cellulaire. Aussi dans cette phase, un important mécanisme de surveillance de l'intégrité 
de la réplication de l'ADN (point de surveillance G2/M) peut intervenir afin de bloquer 
l'entrée en mitose si le matériel génétique a subi des dommages (Marieb, 1999b). 
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Quant à elle, la phase mitotique ou la division cellulaire comprend deux 
évènements distincts: la division du noyau ou mitose et la division du cytoplasme, la 
cytocinèse. La mitose est classiquement divisée en 4 phases qui se succèdent sans 
à-coup: la prophase, la métaphase, l'anaphase et la télophase. La phase mitotique est la 
phase la plus courte du cycle cellulaire avec une durée moyenne de deux heures. 
Certaines cellules ne se divisent pas, elles sont dites en quiescence ou aussi en phase Go 
(Marieb, 1999b). 
, ... ter ha •• 
Figure 1.2: Le cycle cellulaire. 
Tiré de Marieb EN, « Anatomie et Physiologie Humaines », 2e édition, 
Édition ERPI( 1999). 
Sous l'effet de signaux mitogènes, les cellules entament un cycle de division via la 
régulation de la famille des protéines kinases cyclines-dépendantes (CDKs) (Meijer L, 
2003). li existe une grande variété de facteurs mitogènes qui agissent, en général, par 
l'intermédiaire de récepteurs transmembranaires de type tyrosine kinase ou couplés à des 
protéines G (Meijer L, 2003). 
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1.2.3 Évènements apoptotiques 
Les caractéristiques morphologiques de l'apoptose ont été décrites pour la 
première fois par Kerr en 1972. La cellule apoptotique est caractérisée par le 
bourgeonnement de sa membrane plasmique, l'agrégation des organites et la diminution 
de son volume cytoplasmique, la perte d'adhésion et du contact cellulaire avec les 
cellules voisines et/ou avec la membrane basale ainsi que par la condensation et la 
fragmentation de sa chromatine (Kerr et al., 1972; Zimmermann et al., 2001). Les 
caractéristiques biochimiques apoptotiques quant à elles sont associées principalement 
au clivage de l'ADN en fragments de 50 à 300 kb puis en des fragments 
inter-nucléosomales de 180 à 200 pb (Cohen et al., 1994; Brown et al., 1993), à 
l'externalisation de phosphatidylsérines sur le feuillet externe de la membrane plasmique 
(Martin et al., 1995) et au clivage protéolytique de substrats intracellulaires par les 
caspases (Martin and Green, 1995). Finalement, les changements qui surviennent au 
niveau de la membrane plasmique de la cellule apoptotique attirent spécifiquement les 
macrophages du système immunitaire afin qu'ils phagocytent rapidement les corps 
apoptotiques qui contiennent du cytoplasme, des organites et du matériel génétique 
fragmenté (Fadok et al., 1992) et ce, sans induire de réponse inflammatoire. 
Les gènes impliqués dans la régulation de l'apoptose ont d'abord été identifiés 
chez le nématode Caenorhabditis elegans (Ellis et al., 1991) comme étant CED-3, 
CED-4 et CED-9 ; rapidement, leurs homologues humains ont été déterminés. Ainsi, 
CED-3 correspond à la super famille des caspases (Kumar, 2007), exécuteurs 
apoptotiques, alors que CED-4 quant à lui est l'homologue de Apaf-l (Apoptotic 
protease activating factor-l) (Vaux, 1997), impliqué dans l'activation des caspases. 
Finalement, CED-9 est l'équivalent de la famille de Bcl-2 (Jacobson, 1997) retrouvée 
chez l'humain et qui joue un rôle primordial dans le déclenchement du processus 
apoptotique. 
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1.2.3.1 Lafamille de Bcl-2 
La famille de Bel-2 (B cell lymphomas-2) compte jusqu'à maintenant plus de 
25 membres caractérisés par une structure relativement commune allant de un à 
quatre domaines homologues de Bel-2 (BH) désignés BH1, BH2, BH3 et BH4 (Adams 
and Cory, 1998). La famille Bel-2 se divise en trois catégories fonctionnelles (Youle and 
Strasser, 2008). Le premier groupe est constitué des protéines anti-apoptotiques Bel-2, 
Bel-XL, Bel-W, Mel-1 et Al, contenant trois ou quatre des domaines BH et protège la 
cellule contre les stimuli apoptotiques. Le second groupe comprend les protéines 
formées du seul domaine BH3 soit Bad, Bid, Bim, Puma, Noxa, et Bik. Ces protéines 
activées en réponse aux diverses sources de stress cellulaire tels que les dommages à 
l'ADN, la privation de facteurs de croissance et le stress du réticulum endoplasrnique, 
initient le processus apoptotique. Le troisième groupe, Bax, Bak et Bok a aussi un rôle 
pro-apoptotique (effecteurs) en dépit du fait que ces protéines contiennent les 
quatre domaines BH. Les protéines Bel-2 anti-apoptotiques (Bel-2 et Bel-XL) sont 
généralement localisées au niveau de la membrane externe de la mitochondrie alors que 
les protéines pro-apoptotiques peuvent être retrouvées tant au niveau du cytoplasme 
qu'au niveau de la membrane mitochondriale (Zhu et al., 1996). Ces protéines peuvent 
aussi être retrouvées au niveau du réticulum endoplasmique eUou au niveau de 
l'enveloppe nueléaire. 
En réponse à un signal apoptotique, les protéines Bel-2 pro-apoptotiques s'activent 
et subissent un changement de conformation permettant d'exposer leurs domaines BH3 
(Desagher et al., 1999) et de se lier aux protéines anti-apoptotiques de la famille de 
Bel-2 afin de les inhiber en formant des hétérodimères (Green, 1998). C'est la balance 
entre les protéines Bel-2 anti- et pro-apoptotiques et leurs interactions entre elles -
formation d'homo- ou d'hétérodimères - qui détermine l'activation de Bax 
(Bel-2 associated X protein) et Bak (Bel-2-antagonisUkiller) (Nechushtan et al., 2001; 
Griffiths et al., 1999; Nechushtan et al., 1999) et entraîne l' apoptose (Figure 1.3). 
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Figure 1.3: Voies de signalisation menant à l'apoptose. 
Tiré de Kang MH et al., "Bel-2 Inhibitors: Targeting Mitochondrial 
Apoptotic Pathways in Cancer Therapy", Clin. Cancer Research 2009; 15 
(4) : 1126-1132 
Les protéines anti-apoptotiques Bel-2 et Bel-XL agissent comme des régulateurs 
du Ca2+ mitochondrial ce qui permet à la mitochondrie de maintenir ou d'augmenter 
son potentiel membranaire (L1 \}lm) nécessaire à la survie cellulaire tandis que les 
protéines pro-apoptotiques produisent plutôt l'effet contraire (Zhu et al., 1999). De plus, 
Bel-2 et Bel-XL inhibent directement Bax et Bak en formant un hétérodimère avec eux 
(Oltvai et al., 1993). Ces hétérodimères sont déstabilisés par les protéines BH3 
seulement. 
Bad (Bel-XL/Bel-2-associated death promoter) fait partie du groupe de protéines 
pro-apoptotiques avec un seul domaine BH3 et est la première composante du processus 
apoptotique à être régulée par Akt (Yang et al., 1997) via la phosphorylation de ses 
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sérinesl12, 136 (Gajewski and Thompson, 1996). Lorsqu'elle est phosphorylée sur la 
sérine136, Bad est séquestrée dans le cytoplasme par la protéine 14-3-3, l'empêchant 
ainsi de s'intégrer à la membrane mitochondriale (Muslin et al., 1996) et de former un 
hétérodimère avec Bel-XL ou Bel-2 (Yang et al., 1997) via son domaine BH3. Lorsque 
Bad n'est pas phosphorylée, elle se lie donc avec Bel-2 ou Bel-XL libérant Bax ou Bak 
et induisant ainsi le processus apoptotique (Ku et al., 2010; Yang et al., 1995). 
L'activation de Bax et Bak entraîne un changement de conformation ainsi que 
l'auto-association de ces deux protéines conduisant à la formation de larges oligomères 
qui vont perméabiliser la membrane externe de la mitochondrie en formant des canaux 
ioniques et entraînant le relâchement de facteurs apoptogènes (Antonsson et al., 1997). 
Tableau 1.1 
Les protéines anti- ou pro-apoptotiques. 
Anti-apoptotique Pro-apoptotique 
Akt PTEN 
Bcl-2 Bad 
Bel-XL Bid 
BeI-W Bim 
MeI-1 Puma 
A1 Noxa 
Xiap Bik 
cIAP-1 Bax 
cIAP-2 Bak 
Smac/DIABLO 
Apaf-1 
Caspases 
1.2.3.2 Lafamille des Caspases 
La cascade des caspases (cysteine aspartic acid-specific proteases) joue un rôle 
essentiel dans l'orchestration de la mort cellulaire programmée (Alnernri et al., 1996). 
Les caspases, au nombre de quatorze, sont une famille de protéases pouvant se diviser en 
deux groupes: celles en lien avec l'inflammation (rCE (Interleukin-l ~ Converting 
Enzyme)) soient les caspases-l, -4, -5, -11, -12, -13 et -14 et celles en relation avec 
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l'apoptose (CED-3) soient les caspases-2, -3, -6, -7, -8, -9 et - 10. Les caspases partagent 
des similarités dans leurs séquences d'acides aminés, leurs structures et la spécificité de 
leurs substrats (Nicholson and Thornberry, 1997). Ainsi, elles sont toutes présentes 
dans les cellules sous forme de pro-enzymes c'est-à-dire sous forme latentes ou inactives 
et contiennent toutes trois domaines : un pro-domaine N-terminal, une large sous-unité 
catalytique contenant un site actif hautement conservé QACXG et une petite sous-unité 
C-terminal (Figure 1.4) (Nicholson and Thornberry, 1997). De plus, les caspases clivent 
à un résidu aspartate (Asp) du côté C-terminal de substrats contenant le motif Asp-Xaa-
Xaa-Asp (DXXD) (Garcia-Calvo et al., 1999). 
Les caspases en relation avec l' apoptose peuvent être divisées en deux classes 
selon la longueur de leur pro-domaine: a) les caspases initiatrices qui possèdent un long 
pro-domaine, les caspases -2, -8, -9 et -10, pouvant enclencher la cascade d' activation 
des caspases et b) les caspases effectrices qui possèdent un court pro-domaine, les 
caspases -3, -6 et -7, propageant la cascade et activées par le clivage protéolytique des 
autres caspases (SIee et al. , 1999). 
2 
proca paae 
enzyme 
partiellement clivée 
caspase 
mature et active 
pro-domaine ; . grande sous-unité (p20) ; • domaine de liaison ; • petite sous-unité (p10) 
Figure 1.4: Structure et activation des caspases. 
Adapté par Dr Jean-Erhland Ricci de Rathmell and Thompson, "The 
central effectors of cell death in the immune system", 1999, 17: 781-828 
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L'activation d'une caspase en une protéase fonctionnelle implique la formation 
d'un homodimère et le clivage protéolytique de la pro-enzyme en des sous-unités: soit 
par auto-protéolyse ou par une autre caspase. La plupart des caspases possèdent deux 
sites de clivages contenant un ou deux résidus aspartates qui sont situés à la jonction des 
sous-unités (Stennicke and Salvesen, 1998). Le premier clivage divise la caspase en 
deux sous-unités, une grande et une petite, tandis que le deuxième clivage retire le 
pro-domaine N-terminal. La caspase activée est donc un tétramère composé de deux 
petites sous-unités de 10 et 14 kDa et de deux grandes sous-unités de 17 et 21 kDa, avec 
deux sites actifs (Villa et al., 1997; Wolf and Green, 1999). 
Les caspases initiatrices possèdent dans leur pro-domaine des régions adaptatrices 
rendant possible la liaison des caspases avec des molécules induisant l'apoptose: le 
domaine de recrutement des caspases (CARD, caspase recruitment domain), le domaine 
de mort cellulaire (DD, death domain) ou le domaine effecteur de mort cellulaire (DED, 
death effector domain) (Wolf and Green, 1999). Ces régions rendent possible la liaison 
des caspases avec des récepteurs de mort de la famille des TNF (tumor necrosis factor) 
dont Fas, TNFR1 et TNFR2 (Zimmermann et al., 2001) ou avec Apaf-l (Li et al., 
1997b), leur permettant ainsi d'activer les caspases effectrices. Ces dernières 
interagissent avec a) des protéines cytoplasmiques telle que la ~-caténine, qui diminue 
l'interaction cellule-cellule (Brancolini et al., 1997), b) avec des protéines nucléaires 
telle que la lamine A, qui provoque le désassemblage de la membrane nucléaire 
(Alnernri et al., 1996), c) avec des protéines impliquées dans le métabolisme ou la 
réparation d'ADN comme PARP (poly(ADP-ribose)polymerase) (Casciola-Rosen et 
al., 1996) ainsi que de nombreuses autres molécules dont d'autres caspases. 
1.2.4 La voie apoptotique intrinsèque ou mitochondriale 
La voie apoptotique intrinsèque est activée en réponse à de nombreux stress 
cellulaires tels que les dommages à l'ADN, l'hypoxie, la perte de signaux de croissance 
et l'inhibition de l'activité de protéines kinases dont Akt. Cette voie est en lien avec la 
famille de Bcl-2 et la perméabilisation de la membrane externe de la mitochondrie qui 
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est considérée comme le «point de non-retour» dans cette voie apoptotique (Figure 
1.3). 
Ainsi donc, lorsque la cellule est soumise à un stress cellulaire, la protéine Bad est 
activée: elle se dissocie de la protéine cytosolique séquestrice 14-3-3. Bad peut ainsi 
libérer Bax ou Bak en se liant et formant un hétérodimère avec une protéine Bcl-2 ou 
Bcl-XL au niveau de la membrane mitochondriale. L'activation de Bax et Bak entraîne la 
formation de pores dans la membrane mitochondriale causant le relâchement de 
cytochromes c (Liu et al., 1996) ainsi que des protéines Smac/DIABLO (second 
mitochondrial-derived activator of caspase) (Du et al., 2000) et AIF (apoptosis inducing 
factor) (Kroemer et al., 1997) dans le cytoplasme. L'augmentation de la concentration de 
cytochrome c dans le cytoplasme entraîne la formation d'un apoptosome (Tsujimoto, 
1998), complexe multiprotéique formé de Apaf-1 (apoptotic protease-acti vating 
factor-l), de cytochrome c, d'ATP et de la pro-caspase-9. Sous l'action du cytochrome 
c, l'interaction entre l' Apaf-1 via son domaine CARD et la pro-caspase-9 enclenche 
l'activité protéolytique de cette dernière qui entraîne à son tour le clivage et l'activation 
des pro-caspases. Le cytochrome c est aussi nécessaire pour l' acti vation des 
caspases -2, -3, -6, -7, -8 et -10 qui participent au clivage d'une panoplie de substrats 
impliqués dans le processus apoptotique (SIee et al., 1999) (voir section 1.2.3). 
Finalement, AIF induit l'apoptose en activant des endonucléases nécessaires pour la 
fragmentation de l'ADN (Kroemer et al., 1997) alors que Smac/DIABLO est un 
inhibiteur de la famille des lAPs (inhibitor of apoptosis) favorisant l'activation des 
caspases (Du et al., 2000). 
1.2.5 La voie apoptotique extrinsèque 
La voie apoptotique extrinsèque est induite par l'activation des récepteurs de mort 
cellulaire de la famille de TNF tels que TNFR1 et Fas ainsi que DR4/DR5 (death 
receptor 4 and 5) (Ashkenazi, 2002; Fulda and Debatin, 2006; Debatin and Krammer, 
2004; Rowinsky, 2005). Cette activation via la liaison d'un ligand tel que Fas (FasL), 
TRAIL (tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand) ou TNF provoque 
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rapidement l'agrégation des récepteurs et le recrutement de la protéine adaptatrice 
FADD (Fas-associating protein with death domain) via son domaine DD. De plus, cette 
protéine possède un domaine DED qui lui permet de lier la pro-caspase-8 ou -10 (Boldin 
et al., 1995; Chinnaiyan et al., 1995; Kischkel et al., 1995; Wang et al., 2001). La 
formation de ce complexe de mort cellulaire (DISC, death-inducing signaling complex) 
entraîne une proximité et une dimérisation entre les pro-caspases permettant leur auto-
activation. Ainsi, les caspases activées vont à leur tour cliver les caspases exécutrices -3, 
-6 et -7 et enclencher le processus apoptotique (Ashkenazi, 2002; Ghobrial et al., 2005; 
Lavrik et al., 2005; Bao and Shi, 2007). 
1.3 La voie de signalisation de PI 3-K/AKT 
1.3.1 Généralités 
li est maintenant bien connu que l'activation de la voie de signalisation de la 
phosphatidylinositol 3' OH kinase/ Akt (PI 3-KI Akt) est impliquée dans la survie, la 
prolifération et la croissance cellulaire et permet, entre autres, aux cellules de résister 
aux assauts apoptotiques (Downward, 2004). La voie de PI3-KlAkt est activée en 
réponse à un large éventail de stimuli incluant des facteurs de croissances, plusieurs 
cytokines, le stress ainsi que par la protéine Ras (Chaudhry and Asselin, 2009; Sjolander 
et al., 1991; Wymann and Pirola, 1998). Les dysfonctionnements au niveau de la 
régulation de cette voie de signalisation sont impliqués dans plusieurs pathologies, dont 
le cancer. 
Les effecteurs de la VOle de signalisation de PI 3-KI Akt (Figure 1.5) sont 
nombreux et se catégorisent selon leurs activités pro- ou anti-apoptotiques. Aussi, dans 
les prochaines sections, la présentation des différentes protéines impliquées dans cette 
voie et leurs interactions se limitera à celles étudiées dans le cadre de ce projet de 
recherche. 
Legend 
. --
e> --
--ca .............. 
---
PG~ropertiel : 
1. Vuodllatatlon 
2. Apoptolll Inhibition 
Anllloll.n .. il 
Immunoluppr ... lon 
5. Invulvonoll 
6. Procarclnoll.nl 
to carcinoll.nl 
Figure 1.S: Schématisation de la voie de signalisation de PI 3-K/Akt. 
Laboratoire Dr Eric Asselin, UQTR 
1.3.2 Phosphatidylinositol3'OH kinase (PI 3-K) 
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Cantley et ses collègues (Whitman et al., 1985; Sugimoto et al., 1984; Macara et 
al., 1984; Auger et al., 1989) ont démontré pour la première fois, dans le milieu des 
années 1980, que PI 3-K était impliqué dans le processus de transformation oncogénique 
et mitogénique en phosphorylant le groupement hydroxyle en position D3 des 
phosphatidylinositols (PtdIns). Les PI 3-Ks font partie d'une grande famille de lipides 
kinases divisée en 3 classes (classe l, II et III) selon leurs caractéristiques structurelles et 
la spécificité envers leurs substrats in vitro (Vanhaesebroeck and Waterfield, 1999b). 
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1.3.2.1 La classe 1 de PI3-K 
La classe l des PI 3-K sont des hétérodimères composés de sous-unités régulatrices 
(p85) et catalytiques (p 110) capable de phosphoryler le phosphatidylinositol (PtdIns ou 
PI), le phosphatidylinositol 4-phosphate (PtdIns 4-P ou PIP) et le phosphatidylinositol 
4,5-diphosphate (Ptdlns (4,5)P2 ou PIP2), avec une préférence marquée pour ce dernier 
(Hawkins et al., 1992; Stephens et al., 1991). Généralement activée par les récepteurs 
membranaires des tyrosines kinases (RTK), la sous-unité régulatrice p85 peut s'associer 
directement aux tyrosines kinases via l'interaction de ses domaines SH2 avec les résidus 
phosphotyrosines des tyrosines kinases qui sont présentées selon la séquence 
consensus YXXM (Segal and Greenberg, 1996). La sous-unité p85 peut aussi se lier 
indirectement via une molécule adaptatrice comme dans le cas des récepteurs à insuline 
(IRS) (Vivanco and Sawyers, 2002; White, 1998; Clark and Brugge, 1995). Finalement, 
p85 peut aussi être activée par des récepteurs membranaires à protéine G (GPCR) 
(Vanhaesebroeck and Waterfield, 1999a; Wymann and Pirola, 1998). Deux gènes codent 
pour les isoformes de la sous-unité régulatrice p85, soit Pik3rl pour l'isoforme p85a et 
Pik3r2 pour p85B. Le gène Pik3rl produit aussi deux autres transcrits codant, p55a et 
p50a (Inukai et al., 1997) alors que le gène Pik3r3 code pour la variante p55y qui 
présente une structure très similaire à p55a (Pons et al., 1995). La sous-unité la plus 
exprimée et étudiée, p85a, possède à sa portion C-terminale deux domaines SH2 
(Src-Homology 2) séparés par un inter-domaine SH2 (iSH2) qui lient constitutivement la 
sous-unité catalytique pl 10. À l'extrémité N-terminale de p85a, le domaine SH3 (Src-
Homology 3) et BCR (Breakpoint Cluster Region) ont un effet inhibiteur sur l'activité 
catalytique de la sous-unité p110. La liaison de phosphotyrosines avec les domaines SH2 
contrecarre l'effet inhibiteur (Vivanco and Sawyers, 2002; Yu et al., 1998). Les 
variantes p55a et p50a ne possèdent pas les domaines SH3 et BCR ce qui pourrait 
expliquer leur plus grande capacité à activer pllO que p85a (Ueki et al., 2000). 
La sous-unité catalytique pllO est aussi encodée par trois gènes qui ont 
sensiblement la même structure de base: Pik3ca pour pllOa, Pik3cb pour pl lOB et 
Pik3cd pour p 11Oô. Les trois isoformes de p 110 contiennent un site de liaison avec la 
sous-unité régulatrice p85, un site de liaison avec l'oncogène Ras (RBD ou Ras-binding 
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domain) (Rodriguez-Viciana et al., 1994), un domaine C2 impliqué dans l'ancrage de 
PI3-K à la membrane plasmique ainsi qu'un domaine kinase (Bader et al., 2005; 
Vivanco and Sawyers, 2002). Dans la plupart des types cellulaires, l'isoforme pIlOu est 
retrouvé dans l'activation de PI 3-K par les tyrosines kinases et Ras alors que pllO~ 
répond à l'activation par les protéines G (GPCR) (lia et al., 2009; Foukas et al., 2006). 
Quant à elle, l'expression de l'isoforme pllOô est restreinte aux leucocytes (Chantry et 
al., 1997). 
Plusieurs facteurs de croissance ou de survie cellulaire tels que IGF-I, TGF-u et 
EGF (Vanhaesebroeck and Waterfield, 1999b), des hormones comme la 17~-oestradiol 
(Yu et al., 2004), des interleukines (Sizemore et al., 1999), des oncogènes tel que Ras 
(Pacold et al., 2000) et même des intégrines impliquées dans l'adhésion cellulaire 
(Keely, 2011; Shaw et al., 1997) peuvent activer PI 3-K. En réponse à une stimulation, 
la sous-unité catalytique pllO de PI 3-K est recrutée à la membrane plasmique via 
l'interaction de la sous-unité régulatrice p85 avec les phosphotyrosines des récepteurs 
des tyrosines kinases ou avec des molécules adaptatrices comme IRS-I/2 (lia et al., 
2009). La sous-unité catalytique pllO activée utilise le PIP2 comme substrat principal 
afin de produire du phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate ou PIP3 (lia et al., 2009). 
Subséquemment, le PIP3 va agir comme second messager en se liant au domaine 
pleckstrine (PH ou Pleckstrin Homology) des effecteurs de la voie de signalisation 
comme Akt et PDK-l (3-phosphoinositides-dependent-kinase-l) afin de les recruter à la 
membrane plasmique pour activation (lia et al., 2009; Stokoe et al., 1997). Le 
suppresseur de tumeur PTEN antagonise l'activité de PI 3-K en convertissant le PIP3 en 
PIP2 (lia et al., 2009; Maehama and Dixon, 1998). 
1.3.2.2 Les classes II et III de PI3-K 
Les membres de la classe II de PI 3-K phosphorylent électivement le PI et le PIP et 
peuvent phosphoryler le PIP2 en présence de phosphatidylsérine (Domin et al., 1997). 
Cette classe est caractérisée par un domaine C2 en C-terminal (MacDougall et al., 1995). 
Bien que cette classe partage certaines homologies structurelles avec la classe I de 
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PI 3-K, elle possède un N-terminal différent qui ne s'associe pas avec la sous-unité 
régulatrice p85. De même, aucune molécule adaptatrice n'a été trouvée à ce jour ni le 
mécanisme de régulation pour cette classe. Quant à la classe III, il s'agit d'une PI3-K 
spécifique qui utilise exclusivement le PI comme substrat afin de produire du 
phosphatidylinositol 3-phosphate (PtdIns 3-P ou PI 3-P) et semble être impliqué dans le 
transport de protéines et de vésicules chez les levures (Schu et al., 1993; Zvelebil et al., 
1996). À ce jour, seulles membres de la classe l de PI 3-K ont démontré qu'ils 
pouvaient interagir avec Akt et qu'une dérégulation de leur fonction pouvait être 
impliquée dans plusieurs cancers. Ainsi toute future référence à PI 3-K dans cet ouvrage 
présumera qu'il s'agit de la classe l de PI 3-K, à moins d'avis contraire. 
1.3.2.3 L'inhibition de PI3-K 
Les inhibiteurs de PI 3-K couramment utilisés sont la wortmannin et le L Y294002. 
La wortmannin est tirée de la moisissure Penicillium fumiculosum qui inhibe la 
formation du PIP3 en se liant irréversiblement à la lysine802 de la sous-unité catalytique 
p110 de PI 3-K (Powis et al., 1994; Arcaro and Wymann, 1993). Le LY294002 (2-(4-
morpholinyl)chromone) qui est un dérivé de flavonoïde est un inhibiteur spécifique, 
réversible et compétitif des sites de liaison de l'A TP de PI 3-K (Vlahos et al., 1994). 
1.3.3 AktJPKBlRac et ses isoformes 
Akt (Activated by kinase tyrosine), aussi connue sous les noms de protéine kinase 
B (PKB) et Rac (Related to A and C protein kinase), est membre de la famille des AGC 
kinases. Akt a été identifiée chez l'humain en 1987 (Staal, 1987) comme étant un gène 
homologue de v-Akt, un oncogène exprimé par le rétrovirus AKT8 causant l'apparition 
de thymômes chez les souris AKR. Akt est une protéine sérine/thréonine kinase de 
60 kDa qui est activée par la phosphatidylinositol 3-kinase (PI3-K) en réponse à une 
multitude de facteurs et signaux cellulaires. 
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1.3.3.1 Les isoformes d'Akt 
La famille d'Akt comprend trois isoformes : Aktl ou PKBa, Akt2 ou PKBp et 
Akt3 ou PKBy codés par trois gènes différents situés respectivement sur les 
chromosomes 14q32.3 (Staal et al., 1988), 19q13.1-13.2 (Cheng et al., 1992) et lq44 
(Murthy et al., 2000). Les trois isoformes possèdent une structure très bien conservée 
avec près de 85 % d'homologie (Datta et al., 1999; Vanhaesebroeck and Alessi, 2000) 
comprenant un domaine pleckstrin (PH) à l'extrémité N-terminale, un domaine kinase 
catalytique central et une queue en C-terminal contenant un motif hydrophobique 
(Vanhaesebroeck and Alessi, 2000). Le domaine kinase d'Akt est très similaire à celui 
retrouvé chez la protéine kinase C (PKC) et protéine kinase A (PKA) tandis que la queue 
contenant le motif hydrophobique en C-terminal est analogue à une région régulatrice de 
l'activité kinase des membres de la famille des PKC (Kumar and Madison, 2005; Coffer 
et al., 1998; Bellacosa et al., 1993). L'activité enzymatique des kinases est tributaire de 
la phosphorylation des résidus sérine et thréonine retrouvés au sein du motif 
hydrophobique (FQPFSY). Toutefois, l'absence de ce motif hydrophobique chez Akt3 
suggère l'existence d'un mécanisme d'activation différent entre les isoformes (Hanada 
et al., 2004; Andjelkovic et al., 1997; Konishi et al., 1995). Akt diffère des autres 
membres de la famille des AGC kinases par son domaine PH (Datta et al., 1995), 
domaine qui lui permet de lier préférentiellement le PIP3 ainsi que le PIP2 (James et al., 
1996; Stephens et al., 1998). 
Tous les tissus expriment minimalement un isoforme d'Akt. Ainsi, Aktl et Akt2 
sont exprimés dans la plupart des tissus tandis que la distribution d'Akt3 est plus 
restreinte et se retrouve en plus grande quantité au niveau du cerveau, du corps calleux 
et des testicules (Boland et al., 2007; Coffer et al., 1998; Hers et al., 2011). Des études 
sur des souris déficientes en Akt 1 ou Akt2 ont démontré que Akt 1 est fortement 
impliqué dans la croissance et la survie cellulaire (Chen et al., 2001; Cho et al., 2001 b; 
Yang et al., 2003; Hers et al., 2011) alors que Akt2 est en lien avec la régulation du 
glucose par l'insuline (Garofalo et al., 2003; Cho et al., 2001a; Hers et al., 2011) . Ainsi, 
la caractérisation des souris déficientes en Akt 1 et Akt2 a permis de confirmer la 
non-redondance dans les fonctions de ces deux isoformes. Les souris déficientes en Akt3 
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n'ont pas démontré de troubles reliés au métabolisme du glucose ni de croissance mais 
présentaient plutôt une diminution de 25 % de leurs masse cérébrale et un trouble du 
développement du corps calleux (Boland et al., 2007). 
Bien que les isoformes d'Akt peuvent participer au processus oncogénique, Akt2 
est l'isoforme qui est le plus souvent amplifié ou surexprimé dans les cancers humains 
avec 10 % des tumeurs pancréatiques (Cheng et al., 1996), 25 % des tumeurs ovariennes 
(Cheng et al., 1992), 40 % des carcinomes hepatocellulaires (Xu et al., 2004) et 57 % 
des cancers colorectaux (Roy et al., 2002; Hers et al., 20 Il). L'amplification d'Akt2 
serait plus fréquente dans les tumeurs non-différenciées suggérant que les altérations 
affectant Akt2 peuvent être associées avec l'agressivité des tumeurs (Coffer et al., 1998). 
Bien qu'Aktl ne soit pas fréquemment amplifié dans les cancers, l'équipe de Carpten a 
récemment identifié une mutation dans le domaine PH d ' Aktl qui entraîne 
constitutivement son activation dans les cancers du sein, des ovaires et colorectaux 
(Carpten et al., 2007). De récents travaux ont démontré qu'Akt3 serait impliquée dans le 
processus d'implantation de l'embryon et exprimée dans l'endomètre lors du 
post-partum (Veillette et al., 20l3). Mais l'amplification du gène d'Akt3 n'a pas encore 
été rapportée dans les cancers humains bien que l'augmentation de son ARNm et de son 
activité ont été constatées dans les tumeurs du sein qui sont testées négatives pour les 
récepteurs oestrogéniques (Nakatani et al., 1999; Hers et al., 2011). L ' augmentation ou 
l'activation de la voie d'Akt est reliée à un diagnostic sévère et un faible taux de survie 
dans plusieurs types de tumeurs: le mélanome (Dai et al., 2005), du sein (Perez-Tenorio 
and Stal, 2002) de la prostate (Kreisberg et al., 2004), de l'endomètre (Terakawa et al., 
2003), gastrique (Nam et al., 2003), pancréatique (Schlieman et al., 2003) et du cerveau 
(Ermoian et al., 2002) (Hers et al., 2011). Finalement, une étude récente dans notre 
laboratoire sur les isoformes d'Akt a démontré que Akt 1 et 2 étaient impliquées dans la 
chimiorésistance au cisplatine et au taxol alors que les trois isoformes étaient nécessaires 
pour la résistance à la doxorubine (Girouard et al., 2013). 
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1.3.3.2 L'activation d'Akt 
La protéine Akt est normalement maintenue inactive dans le cytosol où elle forme, 
in vivo, un complexe avec la PDK-l (3-phosphoinositide-dependent protein kinase 1) 
(Calleja et al. , 2007). Le complexe Akt / PDK-l est maintenu inactif via une interaction 
intramoléculaire entre le domaine PH et le domaine kinase d'Akt qui empêche la 
thréonine308, localisée dans la boucle d'activation d'Akt, d'être phosphorylée 
constitutivement par la PDK-l (Calleja et al., 2007). L'augmentation de l' activité de la 
PI 3-K par des facteurs de croissance ou par des cytokines induit la production de PIP3 et 
de PIP2 dans la cellule. Ces phosphoinositides vont se lier aux domaines PH d ' Akt et de 
la PDK-l afin de les co-recruter à la membrane plasmique. La liaison des 
phosphoinositides sur le domaine PH d ' Akt va aussi induire un changement de 
conformation de la protéine qui va permettre à la PDK-l de phosphoryler la thréonine308 
(Calleja et al., 2007). L'activation maximale d ' Akt requière aussi la phosphorylation de 
la sérine473 dans le domaine hydrophobique (Alessi and Cohen, 1998). L' identité de la 
PDK-2 ((3-phosphoinositide-dependent protein kinase 2) responsable de la 
phosphorylation de la sérine473 a fait longtemps l'objet d ' hypothèses. li a été proposé 
que ce soit Akt qui s'auto-phosphoryle (Toker and Newton, 2000) ou la MAPKAP 
kinase 2 (mitogen-activated protein kinase-activated protein kinase 2) (Alessi and 
Cohen, 1998), une PDK-l modifiée (Leslie et al. , 2001; Balendran et al. , 1999), une 
kinase liée à une intégrine ou ILK (integrin-linked kinase) (Delcommenne et al., 1998) 
ou une protéine kinase C (PKC) (Kroner et al., 2000) (Hers et al., 2011). De récentes 
évidences suggèrent que mTORC2 (mammalian target of rapamycin complex 2) serait la 
kinase qui phosphoryle la sérine473 d'Akt dans des conditions de croissance ou de 
stimulation mitogène (Figure 1.6) (Bozulic and Hemmings, 2009; Hresko and Mueckler, 
2005; Sarbassov et al., 2005; Jacinto et al., 2006; Frias et al. , 2006; Guertin et al., 2006; 
Shiota et al., 2006) alors que ce rôle serait attribué à la protéine kinase ADN-dépendante 
ou DNA-PK (DNA-dependent protein kinase) en réponse aux stress cellulaires et aux 
dommages à l'ADN (Shiota et al., 2006; Bozulic et al., 2008; Surucu et al., 2008) (Hers 
et al., 2011). 
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Figure 1.6: L'activation d'Akt par la PDK-l et mTORC2. 
Tiré de www.htrf.com 
Suite à sa phosphorylation et son activation, Akt se dissocie de la membrane et de 
PDK-1 et se relocalise dans le cytosol et/ou le noyau afin d'activer ses nombreux 
effecteurs (Andjelkovic et al., 1997). L'activation d'Akt se termine par la 
déphosphorylation de la thréonine308 et de la sérine473 par l'action de la protéine 
phosphatase 2 ou PP2 (protein phosphatase 2) (Andjelkovic et al., 1996) et de la 
phosphatase au domaine PH riche en leucine ou PHLPP (PH domain leucine-rich repeat 
phosphatase) (Brognard et al., 2007) respectivement (Hers et al., 2011). Finalement, 
PTEN (phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome ten) peut aussi 
réguler négativement l'activation d'Akt en hydrolysant le PIP3 en PIP2 (voir 
section 1.3.4). 
1.3.3.3 Les effecteurs d'Akt 
Akt est impliqué dans la régulation d'une panoplie de processus cellulaires 
incluant le métabolisme, la croissance, la prolifération, la survie cellulaire et 
l'angiogénèse, via la phosphorylation des sérines et/ou thréonines de ses nombreux 
substrats (Hers et al., 20 Il). Akt favorise la survie cellulaire en bloquant les fonctions 
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des protéines pro-apoptotiques et leurs processus. Akt phosphoryle directement BAD, un 
membre de la famille de BH3 (Bcl-2 homology domain 3) (voir section 1.3.3.1), sur la 
sérine l36 ce qui crée un site de liaison pour la protéine 14-3-3 qui séquestre BAD dans le 
cytosol. Ainsi, BAD ne peut pas se lier avec un membre de la famille de Bcl-2 afin de 
l'inhiber et ainsi favoriser l'apoptose par le relâchement du cytochrome c hors de la 
mitochondrie (Datta et al., 2000; Datta et al., 2002; Manning and Cantley, 2007). Akt 
inhibe aussi l'expression des protéines pro-apoptotiques BH3 via leurs facteurs de 
transcription comme dans le cas de FOXO et de p53. La phosphorylation de FOXO par 
Akt se produit dans le noyau et, tout comme pour BAD, se lie avec la protéine 
séquestrice 14-3-3 qui empêche la fixation du facteur de transcription sur ses gènes 
cibles pro-apoptotiques BIM (Dijkers et al., 2002), p27kipl (Burgering and Medema, 
2003) et Fas Ligand (Brunet et al., 1999) (Manning and Cantley, 2007). Akt cible aussi 
la phosphorylation de MDM2 ce qui induit la translocation de ce dernier vers le noyau 
où il régule négativement p53, empêchant ainsi l'arrêt du cycle cellulaire (Mayo and 
Donner, 2001; Zhou et al., 2001; Manning and Cantley, 2007). Akt phosphoryle aussi 
GSK-3 afin de l'inactiver. GSK-3 (Glycogen synthase kinase 3) est une kinase qui 
régule le stockage du glucose sous forme de glycogène en inhibant l'activité du 
glycogène synthase et qui serait aussi impliquée dans le processus de mort cellulaire via 
l'inhibition de Mcl-1, un membre anti-apoptotique de la famille de Bcl-2 (Maurer et al., 
2006; Manning and Cantley, 2007). De plus, la GSK-3 activée favoriserait l'arrêt du 
cycle cellulaire par la dégradation des cyclines D 1 et E ainsi que des facteurs de 
transcription c-Jun and c-Myc (Diehl et al., 1998; Wei et al., 2005; Welcker et al., 2003; 
Yeh et al., 2004). L'inactivation de GSK-3 par Akt favorise donc la survie cellulaire 
(Beurel and Jope, 2006; Hoeflich et al., 2000; Pap and Cooper, 1998). 
Akt peut également prévenir l' apoptose induite par la cascade des caspases en 
phosphorylant directement la pro-caspase-9 ce qui bloque l'activité protéase intrinsèque 
de l'enzyme suivant le relâchement du cytochrome c hors de la mitochondrie (Cardone 
et al., 1998; Downward, 2004; Manning and Cantley, 2007; Hers et al., 2011). Akt peut 
aussi réguler positivement les facteurs de transcriptions conduisant à l'expression de 
protéines anti-apoptotiques ou pro-survie. Akt se lie et active les inhibiteurs de la kappa 
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B-kinase a (lKKa) qui à son tour phosphoryle et favorise la dégradation du co-facteur 
inhibiteur de NF-KB, IKB. Ainsi libéré, NF-KB se rend au noyau et stimule la 
transcription de gène anti-apoptotique tels que c-IAP-l, c-IAP-2 et Xiap (Nicholson and 
Anderson, 2002; Romashkova and Makarov, 1999). 
Akt joue un rôle dans la synthèse de protéines via la voie de signalisation de 
mTORCI (mammalians target of rapamycin complex -1). Le complexe mTORCI qui est 
composé d'une sous-unité catalytique mTOR, d'une protéine associée nommée Raptor 
(regulatory associated protein of mTOR) et de la protéine mLST8, est impliqué dans la 
biogenèse ribosomale, la traduction de protéines et la progression du cycle cellulaire 
(Hers et al., 2011; Manning and Cantley, 2007). mTOR peut aussi, lorsque les 
conditions de croissance ne sont pas optimales, empêcher les cellules de progresser de la 
phase G 1 à l'initiation de la réplication de l'ADN (B jornsti and Houghton, 2004). Akt 
régule positivement la voie de mTORCI en inhibant par phosphorylation le complexe de 
gènes suppresseurs de tumeurs TSC 1 et TSC2 (tumor suppressor complexe 1 et 2) ainsi 
que PRAS40 (proline rich Akt substrate of 40 kDa). mTORCl peut alors phosphoryler 
ses cibles a) le 4E-BP 1 (4E (eIF4E)-binding protein 1), ce qui résulte par la libération du 
facteur d'initiation de la transcription eIF4E et par l'augmentation de la traduction de c-
Myc (Bjornsti and Houghton, 2004; Dilling et al., 2002) et b) la p70 S6 kinase 
ribosomale (p70S6K) qui phosphoryle la sous-unité ribosomale 40S afin d'augmenter la 
traduction d'ARNm contenant une région riche en oligopyrimidine à leur extrémité 5' 
qui codent pour des protéines de traduction (Fenton and Gout, 2011). 
Finalement, plusieurs études ont aussi démontré l'implication d'Akt dans la 
migration des cellules tumorales et la formation des métastases (Arboleda et al., 2003; 
Dillon and Muller, 2010; Tanno et al., 2001; Chung et al., 2001; Park et al., 2001; Kim 
et al., 2001). La surexpression d'Akt stimulerait la sécrétion des métalloprotéinases 
aptes à dégrader la matrice extracellulaire (Arboleda et al., 2003; Park et al., 2001; Kim 
et al., 2001), l'induction du EMT (Epithelial Mesenchymal Transition) qui se traduit par 
la diminution des protéines de l'adhésion cellulaire telles que la E-cadhérine et la 
~-cathénine ainsi que par une réorganisation de l' actine nécessaire à la motilité cellulaire 
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(Grille et al., 2003; Chin and Toker, 2009). Aussi, Akt est impliqué dans la production 
des prostaglandines via COX-2 ce qui favorise l'agressivité des cellules cancéreuses 
(voir section 1.5.5). 
1.3.4 PTENIMMACrrEPl 
Identifié en 1997 sur le chromosome IOq23 (Li et al., 1997a), PTEN (phosphatase 
and tensin homolog deleted on chromosome 10) est aussi connu sous le nom de MM AC 
(mutated in multiple advanced cancers) (Steck et al., 1997) ou de TEPI (transforming 
growth factor-~-regulated and epithelial-ce Il enriched phosphatase 1) (Li and Sun, 
1997). Avec 30 % des cas (Chagpar et al., 2010), PTEN est le gène le plus fréquemment 
muté dans les cancers chez l'humain après p53 (Keniry and Parsons, 2008). Le gène 
PTEN code pour une protéine de 403 acides aminés (a. a.) présentant une activité 
phosphatase protéique et lipidique. 
1.3.4.1 Structure de la protéine PTEN 
La région N-terminale (environ 180 a.a.) de la protéine PTEN contient un très 
court domaine de liaison aux PIP2 ainsi qu'un domaine phosphatase catalytique Cys-X5-
Arg-Thr/Ser (CX5RT/S) qui est retrouvée chez les membres de la superfamille des 
protéines tyrosines phosphatases (PTPs) (Lee et al., 1999; Maehama et al., 2001). 
Toutefois, la protéine PTEN ne partage pas d'autres homologies avec cette famille en 
dehors de ce motif (Liu and Bankaitis, 2010). Le site actif du domaine phosphatase de 
PTEN est beaucoup plus large et profond que celui des autres phosphatases et ce, afin de 
mieux lier le phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate (PIP3) et autres substrats lipidiques 
plus petits (Lee et al., 1999). De plus, la présence de deux résidus chargés positivement, 
les lysines 125, 128, dans le site actif du domaine phosphatase contribue à améliorer 
l'interaction avec les phosphoinositides qui sont chargés négativement. Les mutations 
qui surviennent dans ce domaine perturbent l'activité phosphatase protéique et/ou 
lipidique de PTEN (Myers et al., 1997). Certaines modifications réversibles peuvent 
aussi affecter le fonctionnement du domaine phosphatase de PTEN soit l'oxydation de la 
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cystéine l24 (Lee et al., 2002) ou l'acétylation des lysines l25, 128 (Okumura et al., 2006) 
(Georgescu, 2010). 
C2 Domain PEST POZ-binding motif 
Figure 1.7: Schématisation de la structure de PTEN. 
Tirée de Georgescu MM, "PTEN Tumor Suppressor Network in PI3K-
Akt Pathway Control", Genes Cancer, 2010 Dec; 1 (12) : 1170-7 
PIP2-binding motif: site de liaison au phosphatidylinositol 4,5-diphosphate 
PEST: domaine (Proline, acide glutamique, Serine, Threonine) 
PDZ-binding motif: PSD95/DlgiZO 1 
PTEN contient également un domaine C2 (environ 165 a.a.) (Figure 1.7) qui est 
essentielle à la liaison de la protéine aux phospholipides membranaires et qui participe 
aussi à l'activité du domaine phosphatase (Das et al., 2003) ainsi qu'à la stabilité de la 
protéine (Wang et al., 2008). Des mutations dans le domaine C2 mais aussi dans le 
domaine phosphatase provoquent un mauvais repliement de la protéine ce qui diminue 
significativement son activité enzymatique et sa demi-vie (Georgescu et al., 1999; 
Georgescu et al., 2000; Georgescu, 2010). La demi-vie normale de la protéine PTEN est 
de deux heures (Georgescu et al., 1999). 
La région C-terminale de PTEN (environ 50 a.a.) contient un site de liaison PDZ 
(PSD951DIg/ZO 1) qui est impliqué dans l'interaction protéine-protéine (Fanning and 
Anderson, 1999; Georgescu et al., 1999; Vazquez et al., 2000) et deux domaines PEST 
(proline, glutamic acid, serine, threonine) qui régulent la stabilité de la protéine 
(Georgescu et al., 1999). La phosphorylation des résidus sérines362, 370, 380, 385 et 
thréonines366, 382, 383 des domaines PESTs provoque un changement de conformation dite 
«fermée» de la protéine qui augmente la stabilité de PTEN mais qui diminue son 
interaction avec les phospholipides et par le fait même son activité phosphatase. 
Plusieurs kinases participent à la phosphorylation des résidus des domaines PESTs mais 
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principalement la protéine kinase CK2 (casein kinase II), qui phosphoryle 
constitutivement in vivo les sérines 370, 380. 385 et la thréonine383 de PTEN (Torres and 
Pulido, 2001) ainsi que la GSK-3~ qui phosphoryle la sérine362 et la thréonine366 (Al 
Khouri et al., 2005). La déphosphorylation de ces sites entraîne rapidement le 
recrutement de PTEN à la membrane plasmique, son activation enzymatique puis sa 
dégradation (Das et al., 2003 ; Torres and Pulido, 2001; Vazquez et al., 2000). Quelque 
43 % des mutations de PTEN surviennent dans la région C-terminale de la protéine 
entraînant la production de protéines PTEN mutées ou tronquées qui sont alors 
rapidement dégradées même si les mutations ou délétions n'affectent pas l' activité 
enzymatique de la protéine (Lee et al. , 1999). Deux mécanismes de dégradation de la 
protéine PTEN ont été identifiés jusqu 'à maintenant: le clivage de PTEN par la caspase-
3 (Torres et al. , 2003) et l'ubiquitination par NEDD4-1 (Wang et al., 2007) (Georgescu, 
2010). 
Finalement, certaines mutations de PTEN affectent sa localisation dans la cellule 
soit par séquestration au niveau du noyau (Denning et al., 2007) ou en interférant avec le 
recrutement de PTEN à la membrane plasmique (Das et al. , 2003; Walker et al., 2004) 
(Georgescu, 2010). 
1.3.4.2 Les fonctions biologiques de PTEN 
La principale fonction de PTEN est de réguler négativement la VOle de 
signalisation de PI 3-KlAkt en s' opposant à l ' action de la PI 3K et en empêchant 
l'activation/phosphorylation de la sérine/thréonine kinase Akt. Plus précisément, PTEN 
convertit le PIP3 en PIP2, sa forme inactive, en déphosphorylant l'anneau inositol en 
position D3 du PIP3 (Maehama and Dixon, 1998). PTEN peut aussi induire une 
diminution de la prolifération par l'arrêt du cycle cellulaire en phase Giou l' apoptose 
via la p27 et la cycline Dl (Furnari et al., 1998; Radu et al., 2003). Différentes études 
ont démontré que PTEN pouvait également a) inhiber la migration cellulaire via la 
déphosphorylation de la FAK (focal adhesion kinase) (Tamura et al. , 1998), b) générer 
ou soutenir la polarité des cellules épithéliales par le biais de la Cdc42 (Martin-Belmonte 
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et al., 2007), c) augmenter la stabilité chromosomale par son interaction avec la protéine 
centromérique CENP-C (Shen et al., 2007) et d) augmenter la transcription de Rad51 qui 
participe à la réparation du double brin d'ADN (Shen et al., 2007). 
Les mutations et/ou délétions somatiques du gène suppresseur de tumeur PTEN 
ont été retrouvées dans la plupart des types de cancers et plus particulièrement dans les 
glioblastomas, les cancers de la prostate, de l'endomètre, du sein, du côlon et des 
poumons (Simpson and Parsons, 2001). Une étude sur des souris avec le phénotype 
PTEN+1-, a démontré l'implication de PTEN dans les premières étapes de la 
carcinogenèse du cancer de l'endomètre: 100 % des souris ont développé des 
hyperplasies de l'endomètre et 20 % des cas ont évolué vers des carcinomes 
endométriaux (Hecht and Mutter, 2006; Stambolic et al., 2000). La diminution de 
l'expression de PTEN ou son inactivation entraînerait une activationlphosphorylation 
augmentée voire constitutive d'Akt chez les cellules embryonnaires et tumorales 
(Denning et al., 2007; Gagnon et al., 2003; Podsypanina et al., 2001; Kanamori et al., 
2001). De plus, les mutations/délétions de PTEN combinées à l'activation d'Akt ont été 
associées avec la résistance aux agents chimiothérapeutiques tels que le cisplatine et la 
doxorubicine (Lee et al., 2005; Wan et al., 2007). Finalement, des mutations germinales 
de PTEN sont aussi retrouvées dans des syndromes caractérisés par des désordres de 
développement, des déficits neurologiques, de multiples hamartomes et une 
prédisposition pour les cancers du sein, de la glande thyroïde et de l'endomètre (Bononi 
et al., 2011). 
1.3.5 La famille des Inhibiteurs d'Apoptose (lAPs) 
Les LAPs (inhibitor of apoptosis proteins) constituent une famille de protéines 
intracellulaires anti-apoptotiques très bien conservées et retrouvées chez la plupart des 
espèces: les levures, les nématodes, les mouches, les poissons et chez les mammifères 
(Dubrez-Daloz et al., 2008). Cette famille compte jusqu'à ce jour huit membres dont 
XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis protein), cIAP-l (cellular inhibitor of apoptosis 
protein 1), cLAP-2 (cellular inhibitor of apoptosis protein 2) ainsi que NAIP (neuronal 
apoptosis inhibitory protein), ILP2 (IAP-like protein 2), Survivin, Bruce et Livin 
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(Dubrez-Daloz et al., 2008; Liston et al., 1996; Hauser et al., 1998; Kasof and Gomes, 
2001; Richter et al., 2001; Ambrosini et al., 1997). Dans les sections suivantes, 
seulement les IAPs en lien direct avec les deux volets de cette thèse seront présentées 
c'est-à-dire XIAP, c-IAP-l et c-IAP-2. 
1.3.5.1 Structure des proteins lAPs 
La taille des protéines lAPs varie considérablement entre elles: de 102 acides 
aminés (Survivin) à 4845 (Bruce) (Mannhold et al., 2010). La présence d'au moins un 
domaine BIR (baculoviral IAP repeat), domaine hautement conservé de 70-80 acides 
aminés, est la caractéristique structurelle qui définit la famille des IAPs (Figure 1.8) 
(Mace et al., 2010). Les IAPs possèdent entre un et trois domaines BIRs. Le ou les 
domaines BIRs sont toujours situés dans la région N-terminale de la protéine. Ils sont 
indispensables à l'activité anti-apoptotique des IAPs par leur capacité de se lier à 
plusieurs protéines et d'inhiber directement les caspases (Mace et al., 2010; Riedl and 
Shi, 2004; Vaux and Silke, 2005). Du côté C-terminal, un domaine Ring (really 
interesting new gene) impliqué dans l'interaction protéine-protéine et protéine-acide 
nucléique, un domaine de recrutement des caspases (CARD, caspase recruitment 
domain) et un domaine UBA (ubiquitin-associated) pour lier les protéines ubiquitinées, 
peuvent aussi être retrouvés (Mace et al., 2010; Mannhold et al., 2010). 
XlAP, cIAP-1 et cIAP-2 possèdent trois domaines BIR (BIRl, BlR2 et BIR3). 
Structurellement très proche de XlAP, les cIAP-1 et cIAP-2 se distinguent de ce dernier 
par la présence d'un domaine de recrutement de caspases. Il a été démontré que le 
domaine Ring des IAPs possède une activité E3 ligase qui est responsable de la 
polyubiquitination et de la dégradation protéosomale des protéines qui interagissent 
directement avec les IAPs telles que les caspases mais aussi de plusieurs autres substrats 
dont elles-mêmes (Schile et al., 2008; Yang et al., 2000; Galban and Duckett, 2010). 
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Figure 1.8: Les membres de la famille des lAPs. 
1.3.5.2 XIAP 
Tiré de Mannhold R et al., "IAP antagonists: promising candidates for 
cancer therapy", Drug Discovery Today, March 2010,15 (5/6) 210-219 
La protéine XIAP est exprimée ubiquitairement dans le cytoplasme des cellules 
(Farahani et al., 1997) et son expression est régulée par le facteur de transcription NF-KB 
(Stehlik et al., 1998). XIAP est considéré comme étant la seule protéine inhibitrice 
d'apoptose (IAP) qui agit comme un inhibiteur compétitif de l'activité enzymatique des 
caspases en se liant directement sur leurs sites catalytiques (Eckelman et al., 2006; 
Galban and Duckett, 2010). XIAP exerce sa capacité de se lier à la caspase initiatrice -9 
afin d' inhiber la voie de Bax/cytochrome c via son domaine BIR3 (Sun et al., 2000) et 
d'inhiber les caspases exécutrices -3 et -7 via son domaine BIR2 (Takahashi et al., 
1998). XIAP peut être elle-même clivée par les caspases en deux fragments séparant les 
domaines BIR2 et BIR3 qui toutefois demeurent capables d'inhiber l'activité des 
caspases (Deveraux et al., 1999). XIAP pourrait aussi réguler l'activité des caspases en 
participant à la mono et poly-ubiquitination des caspases conduisant à leur dégradation 
protéosornique par sa fonction E3 ligase (Ga1ban and Duckett, 2010; Schile et al., 2008; 
Yang et al., 2000; Eckelman et al., 2006). Récemment, il a été démontré que XIAP 
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pouvait aussi réguler l'ubiquitination et la dégradation de PTEN ainsi que sa localisation 
nucléaire via son activité E3 ligase (Van Themsche et al., 2009). La phosphorylation de 
la sérine87 de XIAP par Akt protègerait XIAP de la dégradation induite par son 
ubiquitination et même par son auto-ubiquitination (Dan et al., 2004). Finalement, XIAP 
est impliquée dans l'activation du facteur de transcription NF-KB, qui induit l'expression 
de plusieurs gènes anti-apoptotiques par son interaction avec TAKI (TGF~-activated 
kinase 1) via son domaine BIRI (Jin et al., 2009; Lu et al., 2007). L'implication de 
XIAP dans la voie de NF-KB favoriserait aussi l'invasion cellulaire et la formation de 
métastases (Mehrotra et al., 2010; Plati et al., 2011). 
1.3.5.3 clAP-l et cIAP-2 
cIAP-l est principalement retrouvée au niveau du noyau tandis que clAP-2 est 
exprimée dans le cytoplasme et dans la région périnucléaire (Samuel et al., 2005). 
cIAP-l et clAP-2 sont structurellement très semblables de XIAP. Cependant, même si 
elles sont aptes à se lier aux caspases -3, -7 et -9 via leurs domaines BIR2 et BIR3, elles 
sont toutefois incapables de les inhiber directement (Eckelman et al., 2006; Eckelman 
and Salvesen, 2006; Plati et al., 2011). cIAP-l et clAP-2 possèdent aussi une importante 
activité E3 ligase. cIAP-2 serait impliquée dans l'ubiquitination des caspases-3 et -7 
tandis que cIAP-l serait nécessaire pour lier XIAP afin de promouvoir sa dégradation 
(Silke et al., 2005; Wei et al., 2008). Elles peuvent aussi se lier à TRAFI et TRAF2 
(TNF-a-associated factors 1 and 2) afin de contrecarrer l'effet apoptotique du TNF-a 
(tumor necrosis factor alpha) en empêchant le recrutement de la caspase-8 (Rothe et al., 
1995; Plati et al., 2011). Bien que leurs expressions soient régulées par le facteur de 
transcription NF-KB, clAPI et cIAP-2 sont aussi impliquées dans la régulation de la voie 
de signalisation de NF-KB en collaboration avec XIAP (Jin et al., 2009; Plati et al., 2011; 
Gyrd-Hansen and Meier, 2010). Aussi, cIAP-l et clAP-2 sont fréquemment 
surexprimées dans plusieurs cancers (Gyrd-Hansen and Meier, 2010; Dai et al., 2003; 
Imoto et al., 2001). 
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1.3.5.4 Les antagonistes des lAPs 
Les antagonistes des lAPs bloquent l'activité des protéines inhibitrices d'apoptose 
en se fixant à leur domaine BIR, les empêchant ainsi de se lier aux caspases et de les 
inhiber. Les antagonistes des lAPs possèdent en commun un domaine IBM (IAP-binding 
motif) qui consiste en un résidu alanine non-modifié dans un motif AKPF du côté N-
terminal de la protéine (Vaux and Silke, 2005). Chez les mammifères, ce motif est 
retrouvé chez SmaclDIABLO (second mitochondrial activator of caspases / direct IAP 
binding protein with a low pl) (Du et al., 2000; Verhagen et al., 2000), HtrA2/0rni 
(Suzuki et al., 2001; Hegde et al., 2002; Martins et al., 2002; Verhagen et al., 2002) et 
OSPTlIeRF3 (01 to S phase transition protein 1) (Hegde et al., 2003). Smac/DIABLO et 
HtrA2/0mi sont des protéines localisées dans l'espace inter-membranaire de la 
mitochondrie et relâchées dans le cytosol lors du processus apoptotique tandis que 
OSPT lIeRF3 est une protéine associée au réticulum endoplasrnique (Hegde et al., 2002). 
Ces trois antagonistes peuvent potentialiser l' acti vation des caspases soit en empêchant 
la liaison des caspases et des IAPs, soit en dissociant les complexes IAP-caspase ou en 
stimulant l'ubiquitination des IAPs (Hegde et al., 2002). TI a été démontré que les 
caspases- 3, -7 et -9 possédaient aussi un domaine IBM ou «IBM-like» afin de se lier à 
XIAP entrant ainsi en compétition directe avec les antagonistes des IAPs (Srinivasula et 
al., 2001; Scott et al., 2005). 
XAFI (XIAP-associated factor 1) est exprimé constitutivement dans les cellules 
normales et a été initialement identifié comme étant un facteur de liaison à XIAP (Liston 
et al., 2001; Tu et al., 2010). En fait, XAF1 interagit directement avec XIAP endogène et 
le séquestre dans des inclusions nucléaires favorisant l'activation de la cascade des 
caspases. XAFI antagonise l'inhibition de la caspase-3 par XIAP (Liston et al., 2001; Tu 
et al., 2010). Finalement, XAFI est peu ou pas exprimé dans la plupart des 
cellules/lignées cancéreuses (Fong et al., 2000): la perte de XAFI corrèle fortement avec 
la progression tumorale (Tu et al., 2010; Ma et al., 2005; Byun et al., 2003; Zou et al., 
2006; Chung et al., 2007). 
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1.4 Invasion cellulaire et métastasie 
1.4.1 Généralités 
L'invasion et la métastasie sont les aspects les plus critiques et insidieux d'un 
cancer (Kohn and Liotta, 1995; Liotta and Stetler-Stevenson, 1991; Kohn, 2006) : les 
métastases sont responsables de plus de 90 % des décès causés par les cancers (Mehlen 
and Puisieux, 2006; Weigelt et al., 2005). L'invasivité, c'est la capacité que développent 
les cellules cancéreuses d'envahir activement les tissus sains adjacents à la tumeur et 
même parfois de les détruire (Leber and Efferth, 2009). La métastasie, quant à elle, fait 
plutôt référence à la capacité que développent les cellules cancéreuses de quitter la 
tumeur primaire et de voyager via la circulation sanguine vers un autre site tissulaire 
situé à distance afin de le coloniser et de former une tumeur secondaire (Leber and 
Efferth, 2009). Brièvement, la métastasie se déroule en 5 étapes (Figure 1.9) (Leber and 
Efferth, 2009) : 
Primary-tumor 
Metastasis 
1 Proliferation 
and 5 
angiogenesis 
2 Inltavasion Extravasation 4 
000000 
3 Circulation 
Figure 1.9: Les 5 étapes de la cascade métastasique. 
Tiré de Leber and Efferth, "Molecular principles of cancer invasion and 
metastasis ", International Journal of Oncology (2009) 34, 881-895 
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1) L'invasion et la migration: des cellules cancéreuses se détachent de la tumeur 
primaire et envahissent les tissus sains adjacents en sécrétant des enzymes 
protéolytiques qui dégradent la matrice extracellulaire (ECM), ce qui facilite la 
migration. 
2) L'intravasation: les cellules cancéreuses s'attachent aux cellules endothéliales 
via des molécules d'adhésion puis sécrètent des enzymes protéolytiques afin de 
s'infiltrer dans les vaisseaux sanguins et lymphatiques. 
3) La circulation: les cellules cancéreuses voyagent dans la circulation sanguine où 
elles sont confrontées à la toxicité de l'oxygène et aux lymphocytes 
cytotoxiques, sélectionnant ainsi les cellules cancéreuses particulièrement 
résistantes et agressives. 
4) L'extravasation: les cellules cancéreuses s'accumulent dans les petits capillaires 
sanguins d'un organe et quittent la circulation sanguine en pénétrant 
l'endothélium via des enzymes protéolytiques. 
5) La colonisation: les cellules cancéreuses s'installent, prolifèrent dans un 
nouveau site tissulaire puis induisent la formation de nouveaux vaisseaux 
sanguins afin de bien vasculariser la nouvelle tumeur. 
Plusieurs évidences démontrent que le phénotype métastasique est préexistant dans 
une tumeur et que la micro-invasion locale survient très tôt dans le processus bien avant 
que la dissémination des cellules cancéreuses soit débutée ou évidente (Ramaswamy et 
al., 2003; Wang et al., 2005; Roepman et al., 2005; Kohn, 2006). Le potentiel 
métastasique d'un cancer est influencé par le microenvironnement local de la tumeur 
c'est-à-dire par les composantes de la matrice extracellulaire, par la présence des 
intégrines, des cadhérines et des molécules d'adhésion cellule-cellule (CAM) et 
cytokines produites par le tissu, par les interactions stroma-tumeur, par les facteurs de la 
motilité cellulaire et du chimiotactisme, par l'expression des gènes de la métastasie et 
des suppresseurs de métastases ainsi que par l'activation des métalloprotéinases et leurs 
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inhibiteurs, activateurs du plasminogène et autres (Liotta and Kohn, 2001; Leber and 
Efferth, 2009). De plus, la nature et la localisation de la tumeur primaire aussi bien que 
les facteurs angiogéniques peuvent être considérés comme des facteurs métastasiques 
(Leber and Efferth, 2009). Alors que des millions de cellules cancéreuses pénètrent dans 
la circulation sanguine chaque jour, en provenance d'une tumeur invasive, seulement 
une petite fraction (0,01 %) va réussir à établir une colonie (Kohn and Liotta, 1995; 
Woodhouse et al., 1997; Fidler and Hart, 1982; Kohn, 2006). 
Étant donné la complexité du processus métastasique, seulement les 
métalloprotéinases et leurs inhibiteurs en lien avec notre étude seront abordés dans cette 
section. 
1.4.2 Les métalloprotéinases matricielles (MMPs) 
1.4.2.1 Généralités 
Les métalloprotéinases matricielles (MMPs) ou matricines sont des endopeptidases 
zinc-dépendantes connues pour leurs capacités à dégrader une ou plusieurs composantes 
de la matrice extracellulaire (Massova et al., 1998), d'activer certains facteurs de 
croissances et de cliver des protéines de la surface membranaire (récepteurs de 
cytokines, molécules d'adhésion cellulaire, etc.) (Kessenbrock et al., 2010; Klein and 
Bischoff, 2011; Cauwe et al., 2007; Rodriguez et al., 2010; Bauvois, 2011). Découvertes 
en 1962 par Gross et Lapière (Gross and Lapiere, 1962), les métalloprotéinases sont une 
large famille de protéases qui sont impliquées dans des processus physiologiques 
normaux tels que le développement embryonnaire, l'involution de l'utérus post-partum, 
le remodelage cartilagineux et osseux, l' ovulation et la cicatrisation mais aussi dans des 
processus pathologiques comme l'arthrite rhumatoïde, l'ostéoarthrite et le cancer 
(Birkedal-Hansen, 1988; Emonard and Grimaud, 1990; Woessner, Jr., 1991). L'activité 
protéolytique des MMPs leur permet de jouer un rôle crucial dans l'invasion et la 
métastasie ainsi que de réguler les voies de signalisation qui contrôlent la croissance et 
la survie cellulaire, l'invasion, l'inflammation et l'angiogénèse (Bauvois, 2011). La 
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plupart des MMPs ne sont pas exprimées constitutivement ou leurs activités sont 
négligeables. Elles sont induites par des cytokines, des hormones, des facteurs de 
croissance ainsi que par les interactions cellule-cellule ou cellule-matrice (Po lette et al., 
2004; Nagase et al., 2006). De plus, l'activité des MMPs est inhibée par des antagonistes 
endogènes, les TIMPs (tissue inhibitors of metalloproteinases) (Nguyen et al., 2001). 
Finalement, les MMPs présentent plusieurs propriétés structurales et 
fonctionnelles communes mais cependant elles diffèrent dans leurs spécificités de 
substrats et sont subdivisées en plusieurs groupes: les collagénases, les gélatinases, les 
stromélysines, les matrilysines, les MT-MMPs et les autres inclassables. 
1.4.2.2 Structure et activation des MMPs 
En général, les MMPs sont organisées en quatre sections: a) un domaine 
N-terminal de 80 à 90 acides aminés qui agit à titre de pro-peptide et contenant le motif 
«cysteine switch» PRCGXPD, b) un domaine métalloprotéinase catalytique d'environ 
170 acides aminés contenant trois résidus histidines, des ions zinc dans un motif 
HEXXHXXGXXH, c) une région charnière flexible de longueur variable et parfois 
absente ainsi d) qu'un domaine hémopexine d'environ 200 acides aminés du côté 
C-terminal qui est nécessaire pour la fixation du substrat (Figure 1.10) (Massova et al., 
1998; Nagase et al., 2006; Bauvois, 2011; Kessenbrock et al., 2010; Klein and Bischoff, 
2011). De plus, les gélatinases A (MMP-2) et B (MMP-9) possèdent dans leur domaine 
métalloprotéinase trois répétitions d'un motif fibronectine de type II (Nagase et al., 
2006; Polette et al., 2004). La MMP-9 possède aussi un domaine unique de type 
collagène V (Polette et al., 2004). Les MT-MMPs (membrane-anchored MMPs) 
possèdent, quant à elles, un domaine transmembranaire et une courte queue 
cytoplasmique ou un domaine d' ancrage glycophosphatidylinositolique (Polette et al., 
2004). 
Les MMPs sont synthétisées sous forme de pré-proenzymes : le peptide signal est 
retiré lors de la traduction générant une pro-enzyme (zymogène, pro-MMP) inactive. Les 
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trois histidines et le zinc du domaine métalloprotéinase ainsi que les cystéines du pro-
peptide se lient afin de former un complexe Cys-Zn2+ qui maintient les pro-MMPs 
inactives en empêchant une molécule d'eau de se lier au zinc (Nagase et al., 2006; Van 
Wart and Birkedal-Hansen, 1990). L'activation des pro-MMPs par clivage catalytique 
de leur pro-domaine est une importante étape dans la régulation de leurs activités 
(Massova et al., 1998). 
Aussi, les pro-MMPs peuvent être clivées/activées par des MMPs intermédiaires 
ou actives ainsi que par d'autres protéinases d'origine tissulaires, plasmatiques ou 
bactériennes (Nagase et al., 2006; Nagase et al., 1990). Pendant l'activation, l'interaction 
Cys-Zn2+ est rompue permettant l'hydrolyse du pro-domaine (Nagase et al., 1990; 
Nagase et al., 2006). Finalement, certaines MMPs possèdent une séquence de 
reconnaissance de l'enzyme de conversion pour la furine dans leur pro-peptide qui 
active intracellulairement les MMPs au niveau de l' appareil de Golgi avant d 'être 
sécrétées ou ancrées à la surface cellulaire (Nagase et al., 2006; Remacle et al., 2003; 
Wang et al., 2004). L'activité de ces MMPs est alors régulée selon la localisation 
spécifique de l'enzyme dans le tissu et par la présence d'inhibiteurs endogènes. 
1.4.2.3 Les MMP-2, MMP-9 et la MMP-14 
Le groupe des collagénases de type IV ou gélatinases, inclut la gélatinase A 
(MMP-2) et la gélatinase B (MMP-9). Les gélatinases possèdent un motif fibronectine 
qui leur permettent de se fixer à la gélatine (collagène dénaturé) et au collagène (Polette 
et al., 2004). Elles peuvent dégrader d'autres molécules de la matrice extracellulaire 
incluant les collagènes de type IV, V et XI ainsi que la laminine. La MMP-2 peut 
dégrader les collagènes de types l, II et III comme les collagénases alors que la MMP-9 
en est incapable (Aimes and Quigley, 1995; Patterson et al., 2001; Nagase et al., 2006; 
Polette et al., 2004). Les gélatinases sont sécrétées sous la forme inactive pro-MMP-2 
(72 kDa) et la pro-MMP-9 (92 kDa). Elles sont activées par le clivage de leur 
pro-peptides en MMP-2 (65 kDa) et MMP-9 (82 kDa) (Bauvois, 2011). 
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Figure 1.10: Structure des MMPs. 
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Tiré de Polette, Nawrocki-Raby et al., "Tumour invasion and matrix 
metalloproteinases", Critical Reviews in OncologylHematology (2004) 
49,179-186 
La MMP-14 fait partie du groupe des MT-MMPs (Nawrocki-Raby et al., 2001). 
La MMP-14 est ancrée à la surface de la cellule via un domaine transmembranaire. La 
MMP-14 possède une activité collagénase qui dégrade les collagènes de types l, II et III 
bien que cela ne soit pas sa fonction principale (Ohuchi et al., 1997; Murphy and 
Nagase, 2008). La MMP-14 active principalement la pro-MMP-2 qui forme un 
complexe avec le TIMP-2 (Bauvois, 2011; Cauwe et al., 2007). La pro-MMP-2 peut 
aussi être activée par d'autres MMPs ainsi que par la thrombine et une protéine C 
activée (Bauvois, 2011). Quant à elle, la pro-MMP-9 est activée entre autre par la 
plasrnine, la trypsine-2 et la MMP-2 (Bauvois, 2011). 
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1.4.2.4 Les MMPs et le cancer 
De toutes les MMPs possiblement impliquées dans le cancer, les gélatinases 
retiennent l'attention parce qu'elles sont surexprimées dans une grande variété de 
tumeurs malignes et que leurs expressions et/ou activités sont souvent associées avec 
l'agressivité tumorale et à un pronostic difficile (Bauvois, 2011). Tandis que la MMP-2 
est largement exprimée dans les tissus normaux et cancéreux, la MMP-9 est induite sous 
certaines conditions (remodelage & réparation tissulaire, tumeurs) et son inhibiteur, le 
TIMP-l est exprimé constitutivement (Polette et al. , 2004). L 'équipe de Soini et al. 
(Soini et al., 1997), a démontré que les MMP-2 et MMP-9 étaient surexprimées dans les 
hyperplasies endométriaux ainsi que dans les cancers de l' endomètre et que cette 
surexpression était liée au grade histologique et à l ' invasion du myomètre (Takemura et 
al., 1992). Une surexpression de MMP-2 et MMP-9 est aussi retrouvée dans les cancers 
du sein (Somiari et al. , 2006), du cerveau (Forsyth et al. , 1999), des ovaires (Maatta et 
al., 2007), du pancréas (Tian et al., 2008; Yokoyama et al., 2002), du côlon (Mumane et 
al., 2009), de la vessie (Sier et al., 2000), de la prostate (Wood et al., 1997), des 
poumons (Nawrocki et al., 1997), de la peau (Pyke et al., 1992) ainsi que dans les 
leucémies et lymphomes Hodgkiniens et non-Hodgkiniens (Yu and Han, 2006; Klein et 
al., 2004) (Bauvois, 2011; Klein and Bischoff, 2011; Roy et al., 2009). 
Il a été démontré que la MMP-2 et son activateur, la MMP-14, pouvaient 
sélectivement clivées la chaîne y2 de la lamine 5 ayant pour effet de stimuler la 
migration cellulaire in vitro (Giannelli et al., 1997; Gilles et al., 2001; Koshikawa et al., 
2000; Polette et al., 2004). il a également été établi que la suppression de l'activité de la 
MMP-2 diminuait la croissance tumorale de 70 % (Fang et al., 2000). Ainsi, la 
surexpression de la MMP-2 jumelée à la suppression de son inhibiteur, le TIMP-2 sont 
donc des indicateurs de la présence d'un cancer à fort potentiel invasif. L'expression de 
la MMP-9 quant à elle augmenterait durant la progression de l'invasion tumorale et 
favoriserait, en collaboration avec la MMP-2, l'invasion des tissus lymphatiques et 
vasculaires avoisinants (Aglund et al., 2004). De plus, les deux gélatinases seraient 
impliquées dans la formation de vaisseaux sanguins nécessaires à la croissance tumorale 
et à la dispersion des métastases. 
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Des études avec des souris «knock-out» pour les MMP-2 et MMP-9 ont démontré 
que les gélatinases ne favorisent pas l'invasion des membranes basales par leurs 
capacités à dégrader le collagène de type IV telle qu'initialement suggérée. Ces études 
démontrent que les gélatinases jouent un rôle majeur mais indirecte en contrôlant plutôt 
la biodisponibilité et l'activité des molécules impliquées dans la régulation de la 
croissance cellulaire, la migration, l'inflammation et l'angiogénèse (Baluk et al., 2004; 
Hotary et al., 2006; Sabeh et al., 2009; Bauvois, 2011; Klein and Bischoff, 2011). 
1.4.3 Les inhibiteurs des MMPs 
Les MMPs sont régulées principalement par deux types d'inhibiteurs endogènes: 
les a 2-macroglobulines (a2M) et les TIMPs (tissue inhibitors of metalloproteinases). 
Les a 2-macroglobulines sont des glycoprotéines retrouvées dans le plasma sanguin et 
dans les autres fluides tissulaires qui agissent comme transporteurs et inhibiteurs de 
protéases (Barrett and Starkey, 1973). Concrètement, les MMPs sont piégées à 
l'intérieur de la a2M et le complexe ainsi formé est rapidement éliminé par endocytose 
par la LRP 1 (Low density lipoprotein receptor-related protein 1) (Strickland et al., 
1990). 
Les TIMPs sont au nombre de quatre: TIMP-l à TIMP-4. lis ont été initialement 
identifié comme des inhibiteurs de collagénases (Vater et al., 1979) mais sont connus 
aujourd'hui pour être aptes à inhiber toutes les MMPs. Cependant, le TIMP-l a peu 
d'affinité pour la MMP-14 (MT-MMPs) mais inhibe la MMP-9 (Baker et al., 2002; 
Murphy and Nagase, 2008) alors que le TIMP-2 interagit plus particulièrement avec les 
MMP-14 et MMP-2 (Noda et al., 2003). Les quatre TIMPs sont très homologues les uns 
aux autres et sont constitués de 184 à 194 acides aminés dont douze résidus cystéines 
bien conservés (Williamson et al., 1990; Murphy and Nagase, 2008) . lis sont divisés en 
deux domaines, C-terminal et N -terminal, contenant des ponts disulfures. Le domaine 
N-terminal seul est suffisant pour l'inhibition des MMPs (Murphy et al., 1991; Murphy 
and Nagase, 2008). Finalement, d'autres protéines capables d'inhiber plus 
spécifiquement certaines MMPs ont été rapportées mais leurs mécanismes d'inhibition 
ne sont pas encore clarifiés. 
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1.5 Les prostaglandines et les cyclooxygénases 
1.5.1 Généralités 
En 1863, Rudolf Virchow émettait l'hypothèse de l'existence d'un lien entre 
l'inflammation et le cancer suite à l'observation de la présence de leucocytes dans des 
tissus néoplasiques (Hussain and Harris, 2007; Balkwill and Mantovani, 2001). il est 
maintenant bien connu que ce lien implique des médiateurs du processus inflammatoire 
et des cytokines qui, en addition avec les altérations génétiques, agissent sur le 
développement et le microenvironnement tumoral (Sobolewski et al., 2010). Les 
prostaglandines (PGs) sont des métabolites lipidiques inflammatoires dérivées de l'acide 
arachidonique via les cyclooxygénases (COXs). Les prostaglandines se fixent sur des 
récepteurs spécifiques qui activent des voies de signalisation fortement impliquées dans 
la carcinogénèse (Wang et al., 2011). 
1.5.2 Les prostaglandines (PGs) 
Les prostaglandines sont des lipides biologiquement très actives qui ont été isolées 
pour la première fois en 1936 dans le plasma séminal humain (von Euler, 1936). Elles 
font partie de la classe des prostanoïdes, sous-classe des éicosanoïdes, qui comprend 
aussi les thromboxanes et les leucotriènes. Les cyclooxygénases (COXs) sont les 
enzymes qui convertissent l'acide arachidonique, provenant de l'hydrolyse des 
phospholipides membranaires par la phospholipase A 2, en prostaglandines H2 (PGH2) le 
précurseur de tous les prostanoïdes: de la PGE2, PGD2, PGF2a, PGh et de la 
thromboxane A2 (TXA2) (Figure 1.11) (Smith et al., 1996). La PGH2 est convertie en 
prostaglandines sous l'action de diverses enzymes dont l'isomérase endopéroxydase E 
pour la prostaglandine E2 (PGE2) ainsi que la réductase endopéroxydase H et/ou la 
prostaglandine F synthase pour la PGF2a (Rishikesk and Sadhana, 2003; Jabbour and 
Sales, 2004). La PGE2 peut aussi être convertie en PGF2a via la PGE2 9-kétoréductase. 
Les prostaglandines sont produites en réponse à une stimulation hormonale; elles ne sont 
pas stockées à l'intérieur des cellules. Leurs actions autocrines et paracrines s'exercent 
via des récepteurs couplés à la protéine G (GPCR family). 
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Figure 1.11: Schématisation de la conversion de l'acide arachidonique en 
prostaglandines par les cyclooxygénases. 
Tiré de la thèse du Dr Eric Asselin, 1998 
Les prostaglandines sont présentes dans une grande variété de tissus et jouent un 
rôle important dans une multitude de processus physiologiques et pathologiques. Elles 
sont essentielles au maintien de l'homéostasie dans la coagulation sanguine (Philipose et 
al., 2010), la reproduction et la gestation (Slater et al., 2002; Asselin et al., 1996), la 
protection de la muqueuse gastrique (Takeuchi et al., 2010), le métabolisme osseux 
(Sabbieti et al., 2010), la fonction rénale (Rios et al., 20 Il) et la réponse immunitaire 
(Dubois et al., 1998; Harizi et al., 2008). Elles sont aussi impliquées dans l'inflammation 
(Harizi et al., 2008), dans des désordres cardio-vasculaires (Arehart et al., 2007) et le 
cancer (Greene et al., 2011). 
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1.5.3 Les cycIooxygénases COX-l et COX-2 
Les cyclooxygénases COX-l et COX-2 sont des enzymes qui catalysent la 
conversion de l'acide arachidonique en prostanoïdes. Malgré leur similarité dans leur 
structure et leur propriété catalytique, COX-l et COX-2 sont codés par des gènes 
différents : chromosome 9 pour COX-l (22 kb) et chromosome 1 pour COX-2 
(8,3 kb)(Kang et al., 2007). COX-l est reconnue pour être exprimée constitutivement et 
stablement dans la plupart des cellules et être impliquée dans le maintien de la muqueuse 
gastrique (Trevethick et al., 1995), la vasodilatation dans les reins (Palmer and Henrich, 
1995; Zambraski, 1995) ainsi que dans le contrôle de l'agrégation plaquettaire (Schafer, 
1995). Toutefois, il a été démontré que COX -1 pouvait aussi être surexprimée dans 
certains carcinomes (Sales et al., 2002; Hwang et al., 1998; Kirschenbaum et al., 2000) 
et jouer un rôle dans la tumorigénicité (J abbour and Sales, 2004). 
L'expression de COX-2, qui est impliquée dans les processus inflammatoires, est 
reconnue pour être induite en réponse à des substances mitogènes, des cytokines, des 
facteurs de croissance et des promoteurs tumoraux (Herschman, 1996; Smith et al., 
2000; Tanabe and Tohnai, 2002). Cependant, COX-2 est exprimée constitutivement dans 
certains tissus dont les poumons (Asano et al., 1996), le cerveau (Kaufmann et al., 
1997), les reins (Harris and Breyer, 2001), les cellules ~ du pancréas (Robertson, 1998) 
et dans une grande variété de cancers (Ohno et al., 2005). Les cellules exprimant la 
COX-2 synthétisent et relâchent dans le milieu extracellulaire principalement de la 
PGE2. COX-2 favorise la survie et la prolifération cellulaire via l'activation de la voie de 
signalisation PI 3K1AKT et/ou de NF-KB (Poligone and Baldwin, 2001). Cette activation 
est probablement dû à un effet autocrine et paracrine de la PGE2 car ces deux voies ont 
aussi démontré leur capacité à réguler l'expression de COX-2 (Poligone and Baldwin, 
2001; St Germain et al., 2004b; St Germain et al., 2004a). 
Une troisième isoforrne des COXs à été récemment identifiée, il s'agit de COX-3 
une variante de la COX -1 qui est abondamment exprimée au niveau du cortex cérébral et 
du cœur, toutefois son rôle physiologique n'est pas encore clairement établi 
(Chandrasekharan et al., 2002). 
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1.5.4 Les récepteurs des prostaglandines 
Après leur synthèse, les prostaglandines sont rapidement exportées à l 'extérieur de 
la cellule, via un transporteur de prostaglandines (PGT) transmembranaire. Elles 
exercent leurs actions biologiques selon un mode autocrine et/ou paracrine sur les 
récepteurs transmembranaires de types GPCRs. Ainsi, la PGE2 peut se lier aux 
récepteurs prostanoïdes EP, la PGD2 aux récepteurs DP, la PGF2a aux récepteurs FP, la 
PGh aux récepteurs IP et la TxA2 aux récepteurs TP (Coleman et al., 1994b; Jabbour 
and Sales, 2004). 
La PGE2 possède quatre principaux récepteurs qui diffèrent dans leurs actions et 
réponses: EPI , EP2, EP3 et EP4 (Coleman et al., 1994b; Jabbour and Sales, 2004). 
L'activation des récepteurs EP2 et EP4, couplés aux protéines Gus, entraînent une 
stimulation de l'adénylate cyclase qui a pour effet d'augmenter la quantité cAMP 
disponible cependant, le récepteur EP 4 ne réagit pas aux mêmes drogues/ligands que EP2 
(Coleman et al., 1994b; Coleman et al., 1994a). Le récepteur EPI qui est couplé à une 
protéine GUq mobilise le Ca2+ et entraîne une augmentation du second messager inositol 
(1,4,5) triphosphate (IP3). Le récepteur EP3 possède quatre formes variantes. Sa forme 
majeure EP3A peut se coupler à une protéine GUi et induire une diminution du cAMP 
tandis que les formes EP3B et EP3C sont couplées à une protéine Gus. La forme EP3D est 
couplée à une protéine GUq mais peut aussi se coupler en plus aux GUi et Gus (Coleman et 
al., 1994b; Coleman et al., 1994a). Ainsi, la co-expression de récepteurs ayant des 
actions opposées, dans un type cellulaire, permet un certain contrôle homéostasique sur 
l'action autocrine et paracrine de la PGE2 qui se retrouve en grande quantité près des 
sites de synthèses (Ashby, 1998). 
1.5.5 La relation entre COX-2, les prostaglandines et le cancer 
Plusieurs études suggèrent que COX-2 pourrait jouer un rôle important dans le 
développement et la progression du cancer ainsi que dans la métastasie (Figure 1.12) 
(Dubois et al., 1998; Larkins et al., 2006; Ohno et al., 2005). La surexpression de 
COX-2 dans les cancers favorise la formation de nouveaux vaisseaux sanguins qui sont 
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essentiels à la survie des cellules tumorales via la production de PGE2, PGIz et TXA2 
(Ohno et al., 2005). La PGE2 stimule la production du facteur de croissance vasculaire 
endothéliale (VEGF) (Liu et al., 2002), l'expression de la MMP-2 et MMP-9 qui sont 
aussi impliquées dans l'angiogénèse (Dohadwala et al., 2002) ainsi que l'expression de 
la protéine Bcl-2 qui soutient la réponse angiogénique (Nor et al., 1999) et bloque le 
processus apoptotique (Liu et al., 2001). La PGF2a favoriserait l'invasion cellulaire suite 
à l'activation d'une désintégrine/metalloprotéinase ADAMTS1 via la voie de 
signalisation calmoduline (Keightley et al., 2010). La PGIz régule la croissance 
endothéliale de même que la perméabilité vasculaire (Murohara et al., 1998) tandis que 
la TXA2 stimule la motilité des cellules endothéliales (Daniel et al., 1999). 
La surexpresslOn de COX-2 peut aussi augmenter l'invasion des cellules 
cancéreuses et diminuer l'adhésion cellulaire suite à l'activation de la MMP-2 et de la 
MMP-9 ainsi qu'une diminution de l'expression de la E-cadhérine (Tsujii and Dubois, 
1995; Tsujii et al., 1997). Aussi, il est reconnu que COX-2 toujours via la production de 
la PGE2 peut avoir un effet immunosuppresseur en inhibant les fonctions des cellules 
dendritiques (Sharma et al., 2003) et la production de IL-2 (Harris et al., 2002) ainsi 
qu'en limitant la production d'interférons y (Wu et al., 1998). La PGE2 diminuerait 
également la prolifération et l'activation des lymphocytes T cytotoxiques (DeLong et al., 
2003; Kojima et al., 2001). L'équipe de Oshima et al., (Oshima et al., 1996) a démontré 
lors d'une étude sur des souris déficientes en COX-2 une réduction de 86 % de la 
fréquence des adénomes intestinales ainsi qu'une réduction de 66 % chez les souris 
hétérozygotes pour cette même enzyme. Aussi, une étude de Liu et al., (Liu et al., 2001) 
démontre que la surexpression de COX-2 est suffisante pour induire la tumorigénicité 
des glandes mammaires de souris transgéniques. Tous ces résultats suggèrent que 
l'expression de COX-2 contribuerait d'une façon significative au développement du 
cancer. 
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Figure 1.12: Le rôle de COX-2 dans la progression du cancer. 
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Adapté de ûhno et al., "Multiple roles of cyclooxygenase-2 ln 
endometrial cancer", Anticancer Res., 2005, 25 (6A) : 3679-85 
1.6 L'ocytocine 
1.6.1 Structure et fonction de l'ocytocine 
L'ocytocine (ûT) a été la première hormone dont la structure a été définie et 
synthétisée chimiquement (DU, V et al., 1953). L'ocytocine est composée de 9 acides 
aminés (Cys, Tyr, lie, GIn, Asn, Cys, Pro, Leu et Gly) dont les deux groupements 
cystéines sont reliés par un pont disulfure (Ivell and Richter, 1984). Elle est 
abondamment synthétisée par les neurones magnocellulaires des noyaux 
paraventriculaire et supraoptique de l'hypothalamus puis sécrétée par la neurohypophyse 
dans la circulation sanguine (Gimpl and Fahrenholz, 2001). D'autres tissus produisent 
également de l'ocytocine tels que l'utérus (Lefebvre et al., 1992a), le placenta (Lefebvre 
et al., 1992b), l'amnion et le corpus luteum (Chibbar et al., 1993), les testicules et la 
prostate (Ive Il et al., 1997) ainsi que le cœur (Jankowski et al., 1998). Via son récepteur, 
l'ocytocine est impliquée dans la régulation de plusieurs processus reliés à la 
reproduction et au comportement (Casso ni et al., 2004) tels que: le contrôle et la 
longueur du cycle menstruel (Flint et al., 1994), la lutéinisation des follicules ovariens 
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(Einspanier et al., 1995; Einspanier et al., 1997), la production des stéroïdes ovariens 
(Chandrasekher and Fortune, 1990), la parturition et l'éjection de lait durant la lactation 
(Blanks and Thornton, 2003; Kiss and Mikkelsen, 2005) ainsi que le développement du 
comportement maternel, l'établissement de liens sociaux et autres (Figure 1.13) (Gimpl 
and Fahrenholz, 2001). 
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Figure 1.13: L'effet de l'ocytocine sur différents systèmes. 
Tiré de www.richarhill.com.au/oxytocin.pdf 
En réponse à l'ocytocine les cellules endométriales ont démontré leur capacité à 
stimuler la production de prostaglandines utérines via la régulation de la 
cyclooxygénase-2 (COX-2) (Asselin et al., 1997). Ainsi la prostaglandine PGF2u 
produite serait responsable de la lutéolyse et le retour au cycle tandis que la PGE2 
possèderait un effet lutéoprotecteur et favoriserait la perméabilité vasculaire nécessaire à 
l'implantation d'un embryon (Asselin et al., 1996; Asselin et al., 1997; Poyser, 1995). 
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1.6.2 Le récepteur de l'ocytocine (OTR) 
Le récepteur à l'ocytocine (OTR) fait partie de la classique famille des récepteurs 
couplés aux protéines G (GPCR)(Gimpl and Fahrenholz, 2001). li est exprimé dans une 
très grande variété de tissus dont: le système nerveux central (Kendrick, 2000), 
l'endomètre et le myomètre (Fuchs et al., 1985; Takemura et al., 1993), l'ovaire (Khan-
Dawood, 1997), le trophoblaste (Takemura et al., 1994), le rein (Conrad et al., 1993), le 
cœur (Favaretto et al., 1997), le thymus (Geenen et al., 1986), le pancréas (Amico et al., 
1988), les cellules endothéliales (Thibonnier et al., 1999), les os (Copland et al., 1999a), 
dans les adipocytes (Boland and Goren, 1987) ainsi que dans les testicules, la prostate 
(Ivell et al., 1997) et dans le tissu mammaire (Olins and Bremel, 1984), suggérant que 
l'ocytocine possède des fonctions physiologiques plus élaborées que celles qui lui sont 
classiquement attribuées. 
La régulation des fonctions de l'ocytocine est dépendante des stéroïdes. li a été 
démontré que le 17~-oestradiol (E2) stimule l'expression de OTR tandis que la 
progestérone (P 4) peut bloquer de façon réversible le récepteur (Gimpl and Fahrenholz, 
2001) ou réguler négativement son expression (Amico et al., 2002). Toutefois, il est 
reconnu que la progestérone potentialise la réponse du récepteur à l'œstrogène (Asselin 
et al., 1996). Dans l'utérus normalement cyclé, le niveau le plus élevé d'ARNm du 
récepteur est détecté lors de la phase ovulatoire Uour 14) tandis que la présence du 
récepteur est signalé durant la phase sécrétoire et ce, dans l'épithélium glandulaire 
seulement (Kimura, 1998; Takemura et al., 1993). Par contre dans l'utérus gravide, 
l'ARNm et la protéine de l'OTR sont localisés dans les cellules déciduales et sont 
retrouvés en quantité beaucoup plus importante (Takemura et al., 1994). Dans les 
dernières années, le récepteur de l'ocytocine a été identifié dans des tissus du cancer du 
sein (Cassoni et al., 1994), du cancer de l'endomètre (Cassoni et al., 2000), dans le 
carcinome ovarien (Morita et al., 2004), dans le neuroblastome et astrocytome (Cassoni 
et al., 1998a), dans le carcinome pulmonaire à petites cellules ainsi que dans le 
choriocarcinome (Cassoni et al., 2001b) évoquant un rôle pour l'ocytocine dans le 
processus cancéreux. 
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Figure 1.14 : Les sites de production d'ocytocine et les organes cibles. 
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Plusieurs études rapportent que l'ocytocine peut parfois inhiber, stimuler ou 
n'avoir aucun effet sur la prolifération/migration cellulaire et ce, selon le type de tissu 
(Casso ni et al., 1994; Cassoni et al., 1997; Cassoni et al., 1998a; Cassoni et al., 1998b; 
Cassoni et al., 2001a; Cassoni et al., 2001b; Morita et al., 2004; Pequeux et al., 2002). 
L'inhibition ou la prolifération cellulaire en réponse à l'OT serait tributaire de la 
localisation du récepteur au niveau de la membrane cellulaire (Cassoni et al., 2004). 
Lorsque le OTR est exclu d'un microdomaine membranaire riche en cavéoline, rOT 
aurait un effet inhibiteur tandis que lorsque le OTR est inclus dans cette même zone, 
rOT aurait un puissant effet mitogénique (Guzzi et al., 2002; Rimoldi et al., 2003). 
L'étude de Rimoldi et al, (Rimoldi et al., 2003) démontre que selon la localisation du 
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récepteur de l'ocytocine à l'intérieur ou à l'extérieur d'un microdomaine riche en 
cavéoline, différentes voies de signalisation peuvent être activées. Les mécanismes et les 
voies de signalisation impliqués dans l'activation d'OTR ne sont pas clairement 
identifiés encore à ce jour. 
1.6.3 La voie conventionnelle de l'activation du récepteur de l'ocytocine 
L'hypothèse la plus probable actuellement concernant la voie d'activation 
classique du récepteur OTR suggère que lors de son activation, le récepteur serait 
principalement couplé à une protéine Gaq qui activerait la phospholipase C 
phosphoinositol spécifique (PLC) (Moore et al., 1988a; Ku et al., 1995) générant ainsi 
deux seconds messagers: l'inositol 1,4,5-triphosphate (IP3) qui augmente le calcium 
intracellulaire et le 1,2-diacylglycérol (DAG) qui active la protéine kinase C (PKC) 
(Nishizuka, 1988; Ku et al., 1995; Copland et al., 1999b). C'est aussi la voie qui est 
associée avec l'effet prolifératif de l'ocytocine. Les récepteurs de l'ocytocine dans cette 
voie seraient localisés dans des microdomaines riches en cavéolines 1 grâce à leur 
association avec des cavéolines 2, empêchant ainsi leur internalisation par endocytose 
via les clathrines (Guzzi et al., 2002). L'activation de la protéine Gaq entraînerait la 
transactivation transitoire (30 minutes environ) de EGFR (epidermal growth factor 
receptor) ainsi que l'activation de ERK1I2 (Krishnaswamy et al., 2010; Rimoldi et al., 
2003; Copland et al., 1999b; Pequeux et al., 2004). Par la suite, ERK1I2 pourrait initier 
la transcription de facteurs induisant la prolifération cellulaire par sa translocation dans 
le noyau. 
Même si des résultats contradictoires sur l'implication de la voie de 
PLCIPKC/c-Src dans la prolifération cellulaire induite par l'ocytocine ont été rapportés 
par l'équipe de Rimoldi, l'implication de EGFR et ERK1I2 semble être unanimement 
démontrée (Rimoldi et al., 2003). 
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1.6.4 La voie non-conventionnelle de l'activation du récepteur de l'ocytocine 
Dans la voie non-classique de l'activation du récepteur OTR, les récepteurs 
seraient situés à l'extérieur des microdomaines riches en cavéolines 1 et ne formeraient 
pas de complexes avec les cavéolines 2 (Guzzi et al., 2002). De plus, les récepteurs 
seraient internalisés par endocytose via les clathrines suivant la stimulation par 
l'ocytocine (Rimoldi et al., 2003). Cette voie est associée à l'effet inhibiteur de la 
prolifération en réponse à l'ocytocine. Ainsi, le récepteur activé serait couplé à une 
protéine Gai qui activerait également la voie de PLC/PKC/c-SrcIEGFRIERKl/2. 
Toutefois, la transactivation d'EGFR ne serait pas transitoire mais bien soutenue dans le 
temps, c'est-à-dire environ 12 heures, ce qui aurait pour effet d'activer l'inhibiteur de 
cycle cellulaire la p21 WAFI/CIPI (Rimoldi et al., 2003). La translocation d'ERKl/2 dans le 
noyau a aussi été constatée dans cette voie d'activation. 
1.6.5 Une troisième voie d'activation du récepteur de l'ocytocine? 
Dans certains cas, l'ocytocine n'a aucun effet notable sur la prolifération 
cellulaire. Aussi, il est présumé que cette troisième voie d'activation du récepteur de 
l'ocytocine serait celle en lien avec la production des prostaglandines et fort 
probablement associée avec une protéine Gas (Guzzi et al., 2002; Rimoldi et al., 2003). 
li est bien connu que le récepteur OTR active la phospholipase A2 (PLA2) et la 
production de prostaglandines via l'activation de la PLC et de COX-2 (Moore et al., 
1988b; Asselin et al., 1997). Les travaux de Strakova et al. ainsi que Molnar et al., 
(Strakova et al., 1998; Molnar et al., 1999) ont démontré que l'activation de la PKC ainsi 
que la phosphorylation de ERK2 étaient des étapes essentielles dans la production des 
prostaglandines en réponse à l'ocytocine. Très récemment, il a été démontré que la 
transactivation d'EGFR était une étape obligatoire dans la production de prostaglandines 
en réponse à l'ocytocine et que cela activait simultanément les voies de ERK112 et de 
PI 3K (Figure 1.15) (Krishnaswamy et al., 2010). 
L'activation de la voie PLC/PKC/c-SrcIEGFRIERKl/2 par le récepteur OTR 
semble être un évènement commun dans les trois voies d'activation. Par contre, il reste 
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encore beaucoup de questions à élucider sur la façon dont l'activation du récepteur OTR 
peut produire des effets aussi différents sur la prolifération cellulaire et quel est le rôle 
des prostaglandines dans ces processus. 
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Figure 1.15 : Modèle proposé pour la production des prostaglandines en réponse à 
l'ocytocine. 
Tiré de Krisnamaswamy et al., (2010), Endocrinology, 151 (3) : 1367-74 
1.7 Le cancer endométrial 
1.7.1 L'utérus, organe gestationnel 
L'utérus est un organe musculaire creux qui est situé dans le petit pelvis, entre la 
vessie et le rectum, à la forme d'une poire inversée (Larousse, 1998). Dans sa partie 
moyenne, un rétrécissement appelé isthme sépare la cavité utérine en deux portions: 
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a) le corps de l'utérus, qui correspond à la portion renflée supérieure qui reçoit entre 
autre le segment utérin des trompes de Fallope et b) la portion inférieure qui constitue le 
col de l'utérus (Abbara, 2009). L'utérus est composé de trois couches distinctes. La 
couche la plus externe, qui recouvre l'utérus, est une séreuse péritonéale alors que la 
couche intermédiaire forme l'épaisse paroi musculaire lisse appelée myomètre. La 
couche interne pour sa part est constituée d'une muqueuse richement vascularisée: c'est 
l'endomètre. Cette dernière est composée d'un épithélium de type müllérien qui 
comprend des cellules ciliées et des cellules glandulaires (Kasas, 2008). Aussi, 
l'endomètre se divise en deux couches: a) la couche fonctionnelle qui subit les 
transformations cycliques et qui se désagrège lorsqu'il y a absence de 
fécondation/nidation provoquant la menstruation et b) la couche basale (ou résiduelle) 
servant à régénérer la muqueuse (Marieb, 1999a; Schoni-Affolter, 1999). 
1.7.2 Le cycle menstruel 
Le cycle menstruel se définit comme une série de modifications cycliques de 
l'endomètre en réponse aux variations des hormones ovariennes. La durée d'un cycle 
varie habituellement entre 24 et 35 jours et se divise en quatre phases: la phase 
menstruelle, la phase préovulatoire, l'ovulation et la phase sécrétoire (Marieb, 1999a; 
Tortora and Grabowski, 2001) (Figure 1.16). Au cours de la phase menstruelle ou 
menstruation, qui dure de trois à cinq jours, il y a desquamation de tout l'endomètre sauf 
de la couche basale suite à la diminution des hormones ovariennes, surtout la 
progestérone (Marieb, 1999a; Tortora and Grabowski, 2001). La phase préovulatoire est 
d'une durée variable et détermine la longueur du cycle menstruel. Elle s'étend du jour 
six au jour treize. Au cours de cette phase, l'endomètre se reconstitue sous l'influence 
des oestrogènes provenant des follicules ovariens en croissance. La couche basale 
génère une nouvelle couche fonctionnelle par une activité mitotique intense, les glandes 
grossissent et les artérioles s'enroulent et allongent (Marieb, 1999a; Tortora and 
Grabowski, 2001). L'ovulation survient vers le l4e jour du cycle, libérant un ovocyte 
primaire dans la cavité pelvienne. La phase sécrétoire est la phase la plus constante du 
cycle avec une durée de quatorze jours. L'endomètre se prépare à l'implantation d'un 
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ovule fécondé. Le corps jaune produit de la progestérone et des œstrogènes qui 
favorisent le développement et l' enroulement des artères spiralées, l'épaississement de la 
couche superficielle de l'endomètre et l'activité sécrétoire des glandes utérines. S'il n' y 
a pas de fécondation, le corps jaune dégénère entraînant la diminution du taux de 
progestérone et par conséquent la menstruation (Marieb, 1999a; Tortora and Grabowski, 
2001 ). 
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Figure 1.16: Cycle menstruel de la femme. 
Tiré de Tortora and Grabowski, "Tortora, Grabowski: Principles of 
Anatomy and Physiology", 2001 , 9th Edition, ERPI. 
1.7.3 Le cancer de l'utérus: type 1 et II 
Le vocable «cancer de l'utérus» est largement utilisé afin de désigner plusieurs 
types de tumeurs qui peuvent se développer dans cet organe cependant, stricto sensu, il 
s'agit bel et bien du cancer de l'endomètre. Presque tous les cancers qui affectent 
l'utérus naissent du tissu glandulaire de l'endomètre et sont désignés par l'appellation 
d'adénocarcinome. L'adénocarcinome endométrioïde est le plus commun des 
adénocarcinomes avec une occurrence de 80 à 95 % des cas (Rahaman and Cohen, 
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2006). Il est caractérisé par une disparition du stroma entre les glandes anormalement 
développées. C'est le type 1 du cancer de l'endomètre (Bokhman, 1983) et il est relié à 
l'exposition aux œstrogènes endogènes et/ou exogènes (Deligdisch and Holinka, 1987; 
Bokhman, 1983; Rahaman and Cohen, 2006). L'apport œstrogénique sans opposition 
par la progestérone induit une hyperplasie de l'endomètre pouvant conduire 
éventuellement à un processus de cancérisation. Selon certaines études, entre 5 et 25 % 
des hyperplasies endométriales présentant des atypies cytologiques évoluent vers le 
cancer de l'endomètre (Kurman et al., 1985; Brand, 2000; Rahaman and Cohen, 2006). 
Ce type de cancer est généralement bien différencié et peu invasif offrant ainsi un 
pronostic plus favorable. Il survient le plus souvent après la ménopause, entre 57 et 60 
ans, mais très rarement avant 35 ans (Brand, 2000; Bokhman, 1983; Rahaman and 
Cohen, 2006). Les facteurs de risque qui lui sont associés sont a) la nulliparité ou 
grossesse tardive, b) début précoce des règles, c) ménopause tardive (après 52 ans), 
d) l'obésité, surtout si associé à un diabète/hypertension et à la nulliparité, e) les 
syndromes associés aux troubles ovulatoires ou ovariens (Stein-Léventhal, tumeur de la 
thèque, tumeur de la granulosa), f) traitement hormonal substitutif exclusivement 
œstrogénique, ainsi que g) le tamoxifène, un anti-œstrogène de synthèse utilisé dans le 
traitement du cancer du sein (Bokhman, 1983; Noël et al., 2002; Rahaman and Cohen, 
2006). 
Le type II du cancer de l'endomètre est beaucoup moins fréquent avec moins de 
20 % des cas (Bokhman, 1983). Les adénocarcinomes séreux, squameux et à cellules 
claires font partie de cette catégorie. Ce type de cancer est souvent peu ou pas 
différencié, plus agressif et invasif, offrant un pronostic plus sévère. Il n'est pas relié à 
une surexposition œstrogénique ni à une hyperplasie endométriale. Il survient 
principalement chez la femme plus âgée, soit entre 65 et 70 ans (Slomovitz et al., 2003). 
1.7.4 Manifestations cliniques 
Plus de 90 % des patientes atteintes du cancer de l'endomètre présentent comme 
signes cliniques des saignements utérins et/ou écoulements vaginaux anormaux 
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favorisant un diagnostic et un traitement précoces alors que la tumeur est encore 
circonscrite à l'utérus (ACOG, 2005). Le cancer peut également se manifester par des 
douleurs dans le bassin, dans le dos ou les jambes, lors de miction ou de relations 
sexuelles (Société Canadienne du Cancer, 2011). 
1.7.5 Fréquence du cancer de l'endomètre 
Au Canada et aux Etats-Unis, le cancer de l'endomètre occupe le 4ième rang des 
cancers les plus fréquents à survenir chez la femme après le cancer du sein, du poumon 
et le cancer colorectal (Rahaman and Cohen, 2006; Société Canadienne du Cancer et al., 
2012). Selon les estimations statistiques obtenues, c'est un peu plus de 5300 canadiennes 
qui auront reçu un diagnostic de cancer endométrial en 2012 (Société Canadienne du 
Cancer et al., 2012). Aussi, 900 décès seront attribués à ce cancer au cours de cette 
même année au pays (Société Canadienne du Cancer et al., 2012). Depuis 1988, la 
fréquence du cancer endométrial est en augmentation de 0,6 % par année dans les pays 
industrialisés et serait attribuable à l'augmentation de l'espérance de vie des femmes 
ainsi qu'à l'amélioration des techniques de dépistage (Rahaman and Cohen, 2006). Le 
taux de survie après 5 ans atteint respectivement 96 % dans le cas d'un cancer localisé à 
l' utérus, 67 % si le cancer est confiné dans la région pelvienne et 17 % si le cancer 
présente des métastases (Jemal et al., 2010). 
1.7.6 Stadification et grades 
La stadification d'un cancer permet de définir le pronostic et de déterminer le 
traitement approprié. Le stade correspond au degré d'extension de la tumeur et le grade à 
la malignité des cellules cancéreuses. Pour le cancer de l'endomètre, la stadification de 
la Fédération Internationale de Gynécologie d'Obstétrique (FIGO) est utilisée (Lewin, 
2011). Globalement, le cancer de l'endomètre est limité au corps de l'utérus dans le 
stade 1 ; dans le stade II, la tumeur envahie le col de l'utérus ; dans le stade III, le cancer 
s'est propagé à l'extérieur de l'utérus mais demeure confiné aux tissus pelviens 
avoisinants (ganglions et vaisseaux lymphatiques) et finalement, le stade IV présente des 
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métastases à distance dont les organes atteints sont généralement la vessie, le rectum, le 
foie , les poumons ou les os (Pl axe and Mundt, 2009a; Rahaman and Cohen, 2006). 
Les grades histologiques quant à eux s ' étendent de 1 à 3 pour le cancer de 
l' endomètre. Les cellules cancéreuses présentant une croissance lente avec un risque de 
propagation peu élevé sont de grade 1 (5 % et moins de cellules non différenciées); 
risque modéré de grade 2 (6 à 50 % de cellules non différenciées) et ceux avec une 
prolifération rapide à hauts risques de propagation, de grade 3 (plus de 50 % de cellules 
non différenciées) (Plaxe and Mundt, 2009a; Rahaman and Cohen, 2006). 
1.7.7 Traitements 
L'approche thérapeutique curative ou palliative est déterminée par l'état général de 
la patiente, le type de cancer de l'endomètre et ses caractéristiques ainsi que par le stade 
et le grade de la maladie (Plaxe and Mundt, 2009a; Rahaman and Cohen, 2006). Les 
traitements utilisés lors du cancer de l'endomètre sont la chirurgie, l'hormonothérapie, la 
radiothérapie et la chimiothérapie. Les traitements peuvent être administrés isolément ou 
en association selon les besoins et l'efficacité recherchée. La procédure thérapeutique 
traditionnelle consiste à effectuer chirurgicalement une hystérectomie totale avec 
salpingo-ovariectomie bilatérale c 'est-à-dire l'ablation totale de l'utérus, des trompes de 
Fallope ainsi que des deux ovaires combinée avec la radiothérapie. Lorsque l'invasion 
des paramètres avoisinants est redoutée ou détectée, l'exérèse des ganglions et vaisseaux 
lymphatiques pelviens peut également être effectuée (Pl axe and Mundt, 2009a; Rahaman 
and Cohen, 2006). 
La radiothérapie utilise le rayonnement ionisant (rayons X, rayons y) afin de 
détruire ou du moins ralentir la prolifération des cellules cancéreuses (Mundt et al., 
2006). La radiothérapie externe est la technique la plus usitée. Quant à elle, la 
curiethérapie ou radiothérapie interne consiste à introduire une source radioactive à 
l'intérieur du vagin ou de l'utérus pendant quelques heures. La radiothérapie peut aussi 
entraîner des effets de toxicité aigüe ou tardive selon les doses reçues et la localisation 
59 
de l'irradiation (Mundt et al., 2006; Plaxe and Mundt, 2009a; Rahaman and Cohen, 
2006). 
L'hormonothérapie et la chimiothérapie font partie des traitements systémiques 
généralement administrés lors d' atteintes cancéreuses de stade plus avancés ou lors de 
récidives (Plaxe and Mundt, 2009a; Rahaman and Cohen, 2006; Pl axe and Mundt, 
2009b). L'hormonothérapie est une option très attrayante parce qu'elle est normalement 
bien tolérée par les patientes et ne présente pas la même toxicité que la chimiothérapie. 
La progestérone ou les progestatifs tels que l'acétate de mégestrol, 
l'hydroxyprogestérone et le médroxyprogestérone sont utilisés. L' hormonothérapie est 
plus souvent proposée aux femmes âgées ou dans les cancers d'évolution lente. La 
chimiothérapie est indiquée surtout lorsque le cancer s'est étendu au-delà de l'endomètre 
ou pour les cancers plus agressifs. Les médicaments sont habituellement administrés par 
voie intraveineuse. Les molécules actives sont la doxorubicine (Thigpen et al., 2004), les 
sels de platine (van Wijk et al., 2003; Thigpen et al., 1989) et le paclitaxel (Lincoln et 
al., 2003) avec une réponse variant entre 17 et 28 % selon les composés sauf pour le 
paclitaxel qui obtient un taux de 37 % (Plaxe and Mundt, 2009b). Afin d'augmenter 
leurs efficacités, les agents chimiothérapeutiques sont utilisés en association atteignant 
ainsi une réponse de 36 à 67 % (Plaxe and Mundt, 2009b). Généralement, la 
doxorubicine est utilisée seule ou combinée avec le cisplatine alors que le paclitaxel est 
jumelé avec le carboplatine. Comme la chimiothérapie affecte autant les cellules saines 
que les cellules cancéreuses, des effets secondaires apparaissent pendant le traitement ou 
dans les jours suivants et varient d'un individu à l' autre et d'un agent 
chimiothérapeutique à l'autre. 
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1.8 Les objectifs 
1.8.1 Caractérisation d'une nouvelle lignée du cancer endométrial 
Bien que le cancer de l'endomètre soit normalement dépisté à un stade très 
précoce et soit ainsi facilement curable, les patientes présentant des métastases ont 
moins de 20 % de chance de survivre à leur cancer. Actuellement, très peu de modèles 
expérimentaux sont disponibles pour la recherche sur le phénotype métastasique dans le 
cancer endométrial. Dans ce volet, nous avons caractérisé une nouvelle lignée cellulaire 
du cancer endométrial, pauvrement différenciée et particulièrement agressive, issue 
d'une métastase ovarienne: EN- 1078D. Nous avons établi les caractéristiques de 
croissance de la nouvelle lignée, son génotype, la présence des récepteurs stéroïdiens 
sexuels, les mutations/amplifications des principaux oncogènes, la sensibilité aux agents 
chirniothérapeutiques, sa capacité d'invasion ainsi que sa tumorigénicité in vivo. Le but 
de ce travail était de rendre disponible un nouvel outil/modèle expérimental pour étudier 
les mécanismes impliqués dans l'invasion des cellules cancéreuses endométriales et leur 
régulation par les hormones stéroïdiennes. 
Vous pourrez prendre connaissance de l'article scientifique qui se rapporte à cette 
étude dans le chapitre II ainsi que dans les sections discussion & perspectives ainsi que 
dans les conclusions générales du chapitre V. 
1.8.2 L'ocytocine et l'invasion des cellules du carcinome endométrial 
Dans ce deuxième volet nous nous sommes intéressés à l'ocytocine, une petite 
hormone capable d'induire la production de prostaglandines via la cyclooxygénase-2 
chez les cellules endométriales saines. Plusieurs études suggèrent que COX-2 pourrait 
jouer un rôle important dans le développement et la progression du cancer ainsi que dans 
la métastasie (Dubois et al., 1998; Ferrandina et al., 2002 ; Greenhough et al., 2009). 
Les objectifs de ce travail étaient donc de déterminer si a) l'ocytocine peut induire 
l'expression de COX-2 chez les cellules du cancer endométrial humain, b) si la voie de 
PI 3-K/Akt est impliquée dans cette réponse et c) si l'ocytocine peut favoriser l'invasion 
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des cellules cancéreuses Via la production de prostaglandines et identifier quelques 
acteurs dans cette réponse. 
Vous pourrez prendre connaissance de l'article scientifique qui se rapporte à cette 
étude dans le chapitre III, des résultats non publiés en lien avec cette étude dans le 
chapitre IV ainsi que dans les sections discussion & perspectives ainsi que dans les 
conclusions générales du chapitre V. 
CHAPITRE II 
CHARACTERIZATION OF EN-I078D, A POORL y DIFFERENTIATED 
HU MAN END OMET RIAL CARCINOMA CELL LINE: A NOVEL TOOL TO 
STUDY ENDOMETRIAL INVASION IN VITRO 
Ce chapitre est présenté sous forme d'article, en anglais, et a été publié dans la 
revue Reproductive Biology and Endocrinology, 2007, Sep 25; 5 :38 : 
2.1 Contribution des auteurs 
L'ensemble des expérimentations à la base de cet article a été effectué par 
Marie-Claude Déry qui a fait l'écriture de l'article ainsi que toutes les expériences 
hormis celles en lien avec le caryotype qui a été effectué par la Dre Dominique Bérubé, 
(cytogénéticienne) et celles en lien avec la microscopie électronique par 
Dre Agnès Lejeune. Également, Ore Céline Van Themsche a procédé aux injections des 
cellules tumorales lors de l'essai de tumorigénicité in vivo alors que les 
Dres Diane Provencher et Anne-Marie Mes-Masson ont procédé à l'établissement de la 
nouvelle lignée cellulaire et fourni les données de la patiente. Le manuscrit a été révisé 
et corrigé par les Drs Céline VanThemsche et Eric Asselin, directeur de recherche. Dr 
Asselin a également contribué à la planification des expériences et l'encadrement des 
travaux. 
2.2 Résumé 
À ce jour, les modèles pour étudier la métastasie dans les cancers endométriaux 
sont peu nombreux. Le but de cet article était de caractériser la lignée cellulaire 
EN-1078D, une nouvelle lignée du carcinome endométrial dérivée d' une métastase 
ovarienne. Les cellules ont été caractérisées à l'aide de la cytologie, de la microscopie 
électronique, du caryotype et de l'apparence morphologique des cellules en culture. Les 
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particularités moléculaires de la lignée ont été déterminées par RT-PCR, par 
immunobuvardage de type western blot, par hybridation fluorescente in situ (FISH) et 
par séquençage. Des essais de prolifération cellulaire MTT ont été effectués afin 
d'investiguer la sensibilité de EN-1078D aux agents anticancéreux tels que le cisplatine 
et la doxorubicine. Aussi, des injections sous-cutanées et intraveineuses des cellules 
tumorales EN-1078D ont été effectuées chez des souris nu/nu afin de vérifier le potentiel 
tumorigénique et métastasique de la nouvelle lignée. Nos résultats indiquent que les 
cellules de EN-1078D expriment les deux récepteurs oestrogéniques (ERa et ER~) et 
très peu du récepteur progestéronique B (PR-B). De plus, la lignée surexprime l'ARNm 
de la MMP-2 et de son activateur la MMP-14 parallèlement à de très bas niveaux 
d'expression des inhibiteurs des métalloprotéinases TIMP-l et TIMP-2. Également, 
toutes les souris nu/nu ont développées des tumeurs sous-cutanées et l'invasion 
cellulaire in vitro a été notée en réponse au TGF-~ 3. Le proto-oncogène Her-2/neu n'est 
pas amplifié mais des mutations dans le domaine C2 de PTEN ainsi que dans le codon 
12 du gène K-Ras. Finalement, EN-1078D démontre de la sensibilité aux drogues 
communément utilisées en chimiothérapie avec un IC50 de 2,8 !lM de cisplatine après 
72 heures d'exposition et 0,54 !lM de doxorubicine après 48 heures. Tous ces résultats 
suggèrent que la nouvelle lignée EN-1078D peut être un excellent modèle pour étudier 
les propriétés métastatiques des cellules du cancer endométrial in vitro ainsi que leur 
régulation par les stéroïdes sexuels. 
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2.3 Article scientifique 
Characterization of EN-1078D, a poorly differentiated human endometrial 
carcinoma cellline: a novel tool to study endometrial invasion in vitro 
Marie-Claude Deryl, Celine Van Themsche l, Diane Provencher2, Anne-Marie 
Mes-Masson2, Eric Asselin* 
lDépartement de Chimie-Biologie, Groupe de Recherche en Biopathologies Cellulaires 
et Moléculaires, Université du Québec à Trois-Rivières, C.P. 500, Trois-Rivières, 
Québec, Canada G9A 5H7; 
2Département d' Obstétrique-Gynécologie/Département de Médecine, Université de 
Montréal; Institut du Cancer de Montréal; Centre Hospitalier de l'UdeM (CHUM) -
Hopital Notre-Dame, Montréal, Québec, Canada H2L 4Ml. 
2.3.1 Abstract 
Background: To date, tools to study metastasis in endometrial cancers are insufficiently 
developed. The aim of this study was to characterize the cell line EN-I078D, a new 
endometrial carcinoma cellline derived from a metastasis to the ovary. 
Methods and Results: Cells were characterized using cytology, transmission electron 
microscopy, karyotyping and morphological appearance in culture. Molecular features 
were determined by RT-PCR, Western Blot, FISH and sequencing. MTT proliferation 
assays were performed to investigate the sensitivity of EN-I078D to anticancer agents 
such as cisplatin and doxorubicin. AIso, subcutaneous and intravenous injections in nude 
mice were do ne to test the tumorigenic and metastatic properties of EN -1078D cells. 
Our results indicate that EN-1078D cells express both oestrogen receptors isoforms (ER 
alpha and ER beta) and aiso low levels of progesterone receptor B (PR-B). In addition, 
this cell line expresses high levels of MMP-2 and MMP-14 rnRNA, low levels of 
65 
TIMP-1 and TIMP-2 transcripts and no detectable levels of MMP-9 rnRNA. Moreover, 
all nude mice developed tumors by subcutaneous injections and cell invasion was 
observed in vitro in response to TGF-beta 3. Her-2/neu was not overamplified but 
mutations in the C-2 domain of PTEN gene as well as codon 12 of the K-Ras gene were 
found. Finally, EN-1078D shows sensitivity to drugs commonly used in chemotherapy 
such as cisplatin and doxorubicin: IC50 of 2.8 ~M of cisplatin after 72 hours of exposure 
and 0.54 ~M of doxorubicin after 48 hours. 
Conclusion: Taken together, these results suggest that EN-1078D will be an excellent 
tool to study the properties of metastatic endometrial cancer cells in vitro and their 
regulation by sex steroids. 
2.3.2 Introduction 
Uterine cancer is the fourth commonly diagnosed cancer among women in the North 
America. Ninety-seven percent of aH cancers of the uterus arise from the glands of the 
endometrium and are known as endometrial carcinomas [1]. When diagnosed at early 
stages of the disease, this type of cancer is a highly curable malignancy with a 5-year 
relative survival rate of more than 80% [2]. However, patients presenting metastases 
have a 5-year survival rate of less than 20% [2]. Indeed, metastasis represents the main 
cause of death for patients with endometrial carcinoma. Very few models are available, 
to date, for the experimental characterization of factors involved in the metastatic 
phenotype in endometrial carcinoma cells. 
Cell models of endometrial cancers are characterized by particular gene expressions and 
mutations which stratefy the disease. The cytokeratins (Ker) and other types of 
intermediate filaments are routinely used as indicators of tumor cell types as well as 
markers of differentiation [3], because their composition in any particular epithelium is 
predictable [4]. The presence of functional steroid receptors, estrogen receptor alpha and 
beta (ERn and ERP), progesterone receptor A and B (PR-A and PR-B) has been 
quantitatively associated with histologie differentiation [5], response to therapy [6] and 
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metastatic potential [7]. Sex steroid hormones influence the metastatic phenotype in 
cancer cells, notably by regulating adhesion/de-adhesion events, angiogenesis, cellular 
invasion into the basement membrane and interstitium [8]. Therefore, the expression 
levels of ER and PR, as weIl as the impact of sex steroids are important regulators of 
endometrioid cells. 
The uterus undergoes extensive tissue remodelling throughout each reproductive cycle 
and these dynamics change are regulated, in part, by the matrix metalloproteinase 
(MMP) system [9]. The MMPs are a family of proteolytic enzymes that can cleave a 
large array of extracellular matrix (ECM) proteins as well as other cellular, non-matrix 
proteins. Particular MMPs (including MMP-2, MMP-9 and MMP-14) are involved in 
key events in cancer cells, including proliferation, apoptosis and angiogenesis [10; 11]. 
Importantly, loss of control of MMP activity has been linked to the malignant potential 
of tumors by enhancing invasion and metastasis [12] . When present in sufficient 
amount, the tissue inhibitors of MMPs (TIMPs) specifically inhibit MMP activity [11]. 
These interplay of the se molecules are critically important in tumor metastasis. 
Mutations in particular oncogenes and tumor suppressor genes can promote cancer cell 
development and their characteristic profile can help identify cancer cell types. 
Mutations in the tumor suppressor phosphatase and tensin homologue deleted on 
chromosome Ten (PTEN) gene can been found in approximately 50% of endometrial 
cancer cells [13-15]. Mutation in both PTEN gene alleles results in the expression of an 
inactive PTEN protein, which can not prevent activation of activated-by-kinas-tyrosine 
protein also called Akt and results in constitutively active Akt pathway. Since active Akt 
blocks the action of several pro-apoptotic proteins [16], apoptosis is deregulated in 
mutated PTEN cells. Mutational activation of K-ras (Kirsten rat sarcoma) has been 
observed in 10-30% of endometrioid carcinoma [17]. Ras is a signal transducer located 
on the inner surface of the plasma membrane. Hyperexpression of ras results in growth 
stimulation, whereas point mutations at codons 12, 13, and 61 alter its structure, 
preventing inactivation and causing cell transformation [18]. Amplification of Her-
2/neu, a proto-oncogene with a high degree of homo log y to the epidermal growth factor 
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(EGF), is associated with local invasion and tumor progressiOn of endometrial 
carcmoma [19-22]. As these molecular alterations are hall marks of endometrioid 
cancers, their characterization in cellular models is important. We had the opportunity to 
characterize a new endometrial cell line that was recently derived from an ovarian 
metastase, which represents a putative new tool for the study of endometrial carcinoma 
metastasis in vitro. We have extensively characterized this cell line in term of growth 
and molecular properties. 
Finally, deregulated apoptotic mechanisms that allow cancer cell to proliferate and 
metastasize can lead to cancer cell resistance to pro-apoptotic agents such as 
chemotherapeutic drugs. We have characterized the response of EN -1078D cells to the 
main chemotherapeutic agents currently used for the treatment of endometrial cancer, 
cisplatin and doxorubicin. Together, this information can be applied to cellular and 
molecular studies in EN -1 078D. 
2.3.3 Materials and methods 
Patient data 
The donor of the EN -1078D cell line was a 52-year-old woman, gravida 1, para l, 
menopaused since two years. Histopathological examination revealed an endometrial 
adenocarcinoma poorly differentiated stage I1IC, with ovarian and ganglionic metastasis. 
At the time of surgery, the advanced tumoral invasion of the uterus did not allow its 
removal and bilateral ovariectomy was done. The patient was initially treated with 
megestrol acetate (160 mg/day) associated with local radiotherapy (45 Gy) and 
endocervical curietherapy. Six years after the initial surgery, the patient is still alive 
without recurrence. 
Histology of the original tissue and cellline establishment 
The ceIl line was obtained from a patient of Centre Hospitalier de l'Université de 
Montréal and isolated from a metastase which completely replaced the ovaries. Informed 
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consent was obtained and research studies approved by the Montreal University 
lnstitutional Review Board. The ovarian tumor consisted mainly of cells in Indian file 
with sorne glandular structures and central necrosis typical of an endometrial biopsy. At 
histopathological examination, immunohistochemistry analysis revealed 80% positivity 
staining for oestrogenic receptors and 25% for progesteronic receptors. Cells were 
established in culture as described previously [23]. Briefly, tumor tissue was rninced 
with scissors into 2-4 mm explants in OSE media (without Fetal Bovine Serum (FBS)) . 
Enzymatic dissociation was accompli shed by digestion with collagenase and aggregates 
were dissociated by gently pipetting. The cellular fraction was diluted 1:5 in OSE media 
supplemented with 10% v/v FBS and incubated undisturbed at 3rC in 5% CO2/air for 
24-48 hours. After cells had adhered to the plastic, they were washed once in PBS and 
subsequently passaged in OSE/lO% v/v FBS until the cell line was stably established. 
Afterwards, the cells were grown and maintained in DMEM-F12 with HEPES 
(4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid), and the medium was 
supplemented with 10% v/v bovine growth serum (BGS) and 50r.tg/ml gentamycin. Until 
now, the cell line was subcultured more th an a 100 passages and is preserved under 
cryogenic conditions (5% v/v DMSO (dimethyl sulfoxide)/culture media, in liquid 
nitrogen). Experiments using this cell line were carried out after long term passage 
(> 76 passages). For experimentation without steroid hormones, the cell line was 
cultured at least two weeks in phenol-free DMEM-F12 supplemented with 10% v/v 
dextran-charcoal stripped FBS (FBS OC) and 50 r.tg/ml gentamycin, prior 
experimentation. 
Morphology of the cultured cells 
Cells grown in culture flasks were photographed by phase-contrast microscopy. For 
transmission electron microscopy study, the cells were grown to confluence in culture 
flasks. They were washed with 0.1 M cacodylate buffer (pH 7.4) and fixed with 2.5% 
v/v glutaraldehyde in cacodylate buffer for 1 hour at room temperature. After washing 
twice with buffer, the cell layer was delicately detached with the help of cell scraper 
(Costar, VWR Canlab, Mississauga, ON, CA) and was postfixed with 1 % v/v osrnic acid 
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for 1 hour at room temperature. The cells were then washed in cacodylate buffer, 
dehydrated in graded concentrations of ethanol and embedded with SpUIT overnight. 
After polymerization, thin sections were contrasted with 4% w/v uranyl acetate in 50% 
v/v methanol following by lead citrate coloration. Specimens were examined and 
photographed with a Phillips EM 208S electron microscope. 
In vitro growth assays 
Growth curves were performed by seeding cells (l x 105) into 42 flasks (25-cm2) in fresh 
culture medium (reference day 1). From day 2 to day 15, total cell numbers of 3 flasks 
were counted with a hemocytometer and discarded thereafter [24]. The media was 
changed every 3 days. The population doubling time was calculated from the slope of 
the growth curve during the logarithmic phase while saturation density was determined 
by the plateau phase. For plating efficiency studies, one hundred cells were plated in 
lOO-mm petri dishes. After two weeks, the colonies formed were fixed in 95% v/v 
ethanol and stained with methylene blue. Plating efficiency was determined by the ratio 
of the number of colonies (more than 50 ceIls) to the total number of inoculated cells 
[25]. The experiments were done at each ten passages and were repeated ten times. 
In vivo growth assays 
Subcutaneous tumor xenografts were established in four 6-week-old nude mice (Charles 
River Laboratories, Lasalle, Qc, CA) by injection of 1 x 106 EN-1078D cells in 100 ilL 
of 2 mg/mL Matrigel .(VWR, Mississauga, ON, CA). The mice were injected at both 
flanks near the posterior legs. The day following inoculation, mice received a 
subcutaneous injection of 17 ~-estradiol (E2) (0.15 mg/animal in 5% cremophor and 5% 
ethanol saline solution) to stimulate cell proliferation. Tumor size was measured once a 
week using calipers. Tumor volume was calculated using the formula 0.5 x length x 
(width)2 [26]. Eight weeks after injection, mice were killed and tu mors were harvested. 
The tu mors were fixed in 10% v/v formalin solution and embedded in paraffin. Tumor 
sections (7!J.m) were mounted on polylysine-coated slides, deparaffinized, rehydrated, 
and then stained with haematoxylin. 
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Invasion assay 
Cells were treated or not with Transforming growth factor-beta3 (TGF-~3) (10 ng/ml) 
for 24 hours and then trypsinised and washed in fresh media with serum. Cells were then 
resuspended in media without serum and counted. 3 X 104 cells were plated in a 
Transwell® Permeable support (Co star 3432, Corning, USA) with a 8.0 !lM pore size 
polycarbonate membrane. Prior to cell plating, a layer of BD Matrigel Low TM, diluted 
1:5 in fresh media without serum was prepared and solidified. Fresh media with 10% 
BGS was put in the well below the support. Cells were cultured for 24 hours. At the end 
of the assay, the cells which had adhered in the bottom of the well and/or in filter were 
counted. These experiments were repeated 3 times. 
Cytogenetic analysis 
Repeated chromosome analyses were carried out at each ten passages to examine the in 
vitro chromosomal evolution of this cell line. A total of 160 metaphases spreads were 
photographed and the chromosome numbers in each spread were counted. Harvesting, 
fixation, Rand G-banding of the chromosomes were induced by using classical 
techniques in cytogenetic. To confirm chromosome X and copy number of the Her-2/neu 
gene, we performed fluorescence in situ hybridization (FISH) with painting probes CEP 
X (DXZ1)/Y (DYZ1) alpha satellite III and Her-2 IVD Kit (Vysis/ Abbott Laboratories, 
Mississauga, ON, CA) according to the protocols supplied by the company and analyzed 
the karyotype with Cytovision. 
MTT proliferation assays 
For drugs assay, cells were plated at a density of 1.5 X 104 ceIls/well in 96-wells plates, 
24 hours before the assay. CeIls were cultured for 24, 48 and 72 hours in the presence of 
increasing concentrations of cisplatin and doxorubicin (0; 0.625; 1.25; 2.5; 5; 10 and 20 
!lM in DMF (dimethylformamide)). HeLa, a cervical cancer ceIl line, which we have 
previously found to be sensitive to these drugs was used as positive control, while KLE, 
an endometrial adenocarcinoma ceIl line poorly inhibited by the drug, was used as 
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negative control. For steroid hormones assays, cells cultured in phenol-free media were 
plated at a density of 2 X 104cells/well in 96 wells plate, 24 hours before the assay. 
Preliminary dose-response assays were done to determine the treatments conditions: 
cells were cultured for 48 ho urs with 10-6M of progesterone (P 4) and for 24 ho urs with 
1O-7M of E2, supplemented with 1 % FBD DC. At the end of the culture period, 10 !lI of 
MTT (5 mg/ml, thiazolyl blue tetrazolium bromide) was added to each weIl. After 4 
hours of incubation with MTT, 100 !lI of solubilization solution was added (10% w/v 
SDS in O.OIM HCl) and the microplate was incubated overnight (3TC, 5% C02/air). 
The OD (620 nm) was read with the Fluostar Optima reader. The experiments were 
repeated 3 times. 
Semi-quantitative RT-PCR analyses 
In order to measure the presence or absence of transcripts for keratins, oestrogen and 
progesterone receptors, vimentin and desmin, semi-quantitative RT-PCR analyses were 
performed. Primers (Invitrogen, Burlington, ON, CA) chosen are described in Table 1. 
Conditions were optimized by testing different primer concentrations and different 
number of cycles to avoid near-plateau or saturated reactions. Total RNA (0.2 !lg/!ll) 
was used for preparation of first strand cDNA by reverse transcriptase (RT). The RNA 
samples were incubated (65°C, 10 min) with 2: 1 oligo dT (deoxythymidine) primers in a 
final volume of 10: 1. Samples were then incubated (3TC, 60 min) in 20: 1 of a reaction 
buffer lOX containing dithiothreitol (DTT, 100 mM), deoxynucleotide triphosphate 
(dNTPs, 5 mM) and Muloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase 
(MMLV -RT, 200 V). The reaction volumes were brought up to 60: 1 with autoclaved 
water. A negative control was also included to control for contaminating genomic DNA 
in the RNA template. 
Each reaction mixture (final volume 50: 1) contained IX Buffer, RT template or negative 
control (5: 1), MgCl2 (50mM), dNTPs (5mM), primers (pM; 2,5: 1 each) and Taq 
polymerase (5 V/!ll). The PCR cycling conditions chosen were 30 sec at 94°C, 30 sec at 
the appropriate annealing temperature and extension time at 72°C (Table 1), followed by 
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a 5 min extension at 72°C. Reaction products were analysed on 1 % w/v agarose gels. 
Bands were visualized by ethidium bromide staining. p-actin was used as loading control 
for each experiments. 
Protein extraction and Western analysis 
Cells were trypsinized, lysed in lysis buffer (PBS IX pH 7.4; 1 % Nonidet P-40; 0.5% 
Sodium deoxycholate; 0.1 % SDS; Protease Inhibitor Cocktail Tablets (Roche, 
Indianapolis, IN, USA), frozen and thawed three times, and centrifuged (15,700 g, 20 
min at 4°C) to remove insoluble material. Supernatant was recovered and stored 
at - 20°C pending ana1ysis. Protein content was determined with the Bio-Rad DC Protein 
Assay (Bio Rad, Mississauga, ON, CA). Protein extracts (50 !-tg except for cytokeratines 
where 25 !-tg was used) were heated (95°C, 3 min), resolved by 8, 10 or 14% w/v 
SDS-Polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and electro-transferred to 
nitrocellulose membranes (15 V, 30 min) using a semi-dry transfer apparatus (Bio-Rad). 
Membranes were then blocked (1 hr, RT) with PBS IX containing 5% w/v non-fat rnilk 
powder, and then incubated with primary antibody (ERa: LabVision Ab15, 
dilution 1 :500, positive control MS-1071-PCL; ERP: Labvision beta Ab-24 1 :2000, 
positive control RB-037-PCL; PRA-B: Cell Signaling #3172 dilution 1:1000; Pan-
cytokeratins: Sigma c-2562, dilution 1:75000) overnight (except for p-actin, one hour) at 
4 oC, and subsequently with Horseradish peroxidase (HRP)-conjugated anti-rabbit 
secondary antibody (1:4000; RT, 45 min) or with HRP-conjugated anti-mouse secondary 
antibody (1:2500; RT, 45 min). Peroxydase activity was visualized with the Super 
Femto kit (Pierce/ Fisher, Nepean, ON, CA), according to the manufacturer's 
instructions. p-actin was used as a loading control for each experiments (Sigma A-3854 
clone AC-15, dilution 1 :60000, one hour). 
Sequencing of the PTEN and K-ras genes 
Mutation of the PTEN and K-ras gene at codons 12/13 and 61 respectively were 
examined by sequencing early passage EN-1078D. PTEN and K-ras gene were 
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amplified by PCR using the following pnmer pairs: for PTEN, 
5' -CCCAGACATGACAGCCATC-3' (forward) and 5' -TTTCATGGTGTTITATCCCTCTT-3 ' 
(reverse); for K-ras, 5'-AGGCCTGCTGAAAATGACTG-3 ' (forward) and 
5'-TCCTGAGCCTGTTITGTGTCT-3 ' (reverse). An initial denaturation of 3 min at 94°C was 
followed by 35 cycles of 30 sec at 94°C, 30 sec at 58°C for K-ras / 64°C for PTEN and 
30 sec at 72°C for K-ras / 1 min 30 for PTEN, and a final elongation step of 5 min at 
72°C. PCR products were c10ned in competent E. coli using pcDNA3.lIV5-His TOPO 
TA expression kit (Invitrogen, Burlington, On, Ca) according to the manufacturer's 
instructions. For sequencing, PCR products were purified with Miniprep purification kit 
(Qiagen, Mississauga, ON, CA). The sequencing was carried out using automatic 
sequencers models capillary ABI PRISM 3100 and ABI PRISM 377 in the Laboratory 
of Synthesis and Analysis of Nucleic Acids at Laval University (Québec, QC). 
2.3.4 Results 
Cell morphology and growth 
Early-passage EN-1078D was examined at low and high resolution. Light microscopy 
revealed small, polygonal cells organized in a pavement-like arrangement (Fig. lA). The 
cell line showed no contact inhibition and was characterized by a tendency to pile up 
(Fig. lB). The transmission electron microscopy revealed the presence of numerous 
well-developed microvilli, intracytoplasmic lipid droplets but no desmosomes (Fig. 1C). 
Only intricate cytoplasmic interdigitations were observed (Fig. 10). 
To address the in vitro growth properties of EN-1078D, cells were seeded into culture 
dishes and counted every 24 hours (Fig. 2). Results showed logarithrnic growth for the 
first 12 days, and we observed that celI growth continued even when celIs reached 
confluency and seemed limited by the exhaustion of the culture media. Presence of 
floating celIs was noted from the day 12 of the experiment but no layer of cells detached 
from the flasks even when cells reached confluency. The plating efficiency increased 
(89.5% to 98%) and the population doubling time decreased (17.6 to 13.8 hours) with 
increasing number of passages. 
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Molecular characterization of EN-I078D 
To verify the epithelial origin of the cell line, we profiled the expression of cytokeratins. 
RT-PCR (Reverse-transcriptase polymerase chain reaction) revealed a predominance of 
the simple epithelial cytokeratins as indicated by the presence of rnRNA for cytokeratins 
7, 8, 18 and 19 (Fig. 3A). Western Blot analysis confirmed the expression of 
cytokeratins 18 and 19 (Fig. 3B); no suitable antibody was available to confirm the 
expression of Ker7 and Ker8 proteins. Stratified-epithelial cytokeratin 5 mRNA was also 
detected (Fig. 3A). We also examined the expression of other intermediate filaments: as 
expected, the transcript of a marker of muscle cells, desmin, was not detectable, but 
rnRNA from vimentin, which is overexpressed in cancerous cells, was present (Fig. 3A). 
EN-1078D cells were also tested for the presence of estrogen and progesterone 
receptors. Figure 4A shows the hormonal receptor status of the cell line. RT -PCR and 
Western Blot revealed the presence of both estrogen receptor alpha and beta. Only low 
levels of PR-A rnRNA and protein are detectable although the EN-1078D cells 
expressed PR-B mRNA and protein. In an attempt to determine if these steroid 
hormones receptors were functional, we have subjected EN -1078D cells treated with 
increasing concentrations of 17 ~-estradiol and progesterone in phenol-free conditions to 
MTT proliferation assay. Both estradiol and progesterone could induce the proliferation 
of EN-1078D cells (Fig. 4B and 4C). This indicates that these receptors are functional in 
EN-1078D and also suggests that the properties of the se cells can be modulated by sex 
steroids. 
In addition, we characterized the presence of chromosomal alterations in EN-1078D 
cells. Chromosome analysis revealed an aneuploid population with a complete 
monosomy for the sexual chromosome X in more than 90% of the cells examined (45, 
X). The presence of a minor population of cells was observed containing 46 
chromosomes with a monosomy for the sexual chromosome and a trisomy for the 
chromosome 17 (46, X-X, +17) (Fig. 5A). The proportion of this second population 
varied with increasing number of ceIl passages, from 10% at first passage to 48% after 
20 passages. 
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To confirm the chromosomal complement 45, X, two probes were used: CEP X (DXZl) 
and Y (DYZl) alpha satellite III. The DXZl probe, with an emission wavelenght in the 
orange spectrum, hybridizes to the satellite DNA localized in the centromere of the X 
chromosome, while the DYZI probe, with an emission wavelenght in the green 
spectrum, hybridizes to the satellite DNA III localized in Yq 12 locus (Fig. 5B). The 
results showed only one positive signal in each 988 interphasic cells analyzed. No green 
signal was obtained indicating that Y chromosome was not present. Figure 5C shows an 
interphasic hybridization carried out with a probe located on the long arm of 
chromosome 17ql1.2q12 called Her-2/neu. To determine the number of copies of the 
Her-2/neu gene present in this cancer cell line, we used a probe marked with a 
fluorescent protein emitting in the orange spectrum which covers the complete 
Her-2/neu gene as well as a probe marked with fluorescent protein emitting in the green 
spectrum hybridizing to the satellite DNA in the centromere of chromosome 17. The 
analysis of 1000 cells showed that only one copy of this gene was present in 
chromosome 17, indicating no amplification of Her-2/neu gene in EN-1078D cells: a 
low level of amplification range is between 2 and 4 signals/centromere [27]. We have 
found, however, other types of mutations in this cell line: sequencing revealed two sites 
of mutations in PTEN gene. Codon 275 is mutated by addition of a nucleotide and codon 
367 replaces a valin for isoleucin. In addition, K-Ras gene analysis showed the classical 
G to T transversions in the codon 12 (data not shown). 
Chemosensitivity of EN-I078D cel/line 
We have examined the resistance of EN-1078D to two chemotherapeutic agents 
currently used for the treatment of endometrial carcinoma, cisplatin and doxorubicin, 
using the MTT proliferation assay. Two other celllines were used as a reference: HeLa, 
a cervical cancer cellline that we showed to be sensitive to these anticancer agents, and 
KLE, an endometrial cancer cell line known to be chemoresistant [28]. Even after a 
short exposure of 24 hours to cisplatin, EN-1078D cells were more sensitive than both 
Hela and KLE (Fig. 6A-C). EN-1078D cells reached IC50 at 2.8 !-lM of cisplatin after 72 
hours of exposure comparatively at 6.7 !-lM for HeLa while KLE cells showed 30% of 
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growth-inhibition in the same conditions. In the case of doxorubicin, 48h of exposure 
were required for EN-1078D cells to be growth-inhibited and reached IC50 to 0.5 f,tM of 
this compound; HeLa and KLE cells were more resistant to the effects of doxorubicin 
than EN-1078D cells (Fig. 6D-F) with a IC50 of 0.6 f,tM for HeLa after 48 ho urs of 
exposition and for 1.4 f,tM for KLE after 72 hours. Altogether these results indicate that 
EN-1078D cells are sensitive to the cytotoxicity of cisplatin and doxorubicin (Fig. 6F). 
In order to test the tumorigenic potential of EN-1078D in VIVO , we performed 
subcutaneous xenograft experiments in nude mice. AIl mice developed palpable tumors, 
and about 8 weeks after inoculation, the tumor size had reached a volume of 350 mm3 or 
more (Fig. 7 A). The encapsulated tumors were compact in periphery with a liquefied 
center. Histologie analysis of tu mors showed no specifie organisation pattern of tumor 
cells nor observable structures like basal lamina (Fig. 7B). These results indicate that 
EN-1078D cells are tumorigenic and can therefore be used for in vivo tumor growth 
experiments. No macroscopic metastases were visible in spleen, lungs or liver up to 
eight weeks post-xenograft. On the other hand, EN-1078D showed 2 fold increase of 
total number of the invasive cells when the cells were treated with TGF-~3[29] (fig. 8A) 
after 24 hours of invasion assays. Together, these results confirm that EN-1078D cells 
constitute an excellent in vitro model to characterize the molecular and cellular 
mechanisms involved in the invasive phenotype of endometrial carcinoma cells. 
Constitutive expression and activity of MMPs increases the invasiveness of various 
types of cancer cells, and we have determined characterized the expression of MMP-2, 
MMP-9 and MMP-14 as weil as TIMP-1 and TIMP-2 mRNA in EN-1078D cells, using 
RT-PCR (Fig. 8A and B). We found elevated levels of MMP-2 and its physiological 
activator, MMP-14 rnRNAs (Fig. 8B), and low levels of their inhibitor TIMP-2 mRNA 
(Fig. 8C). As expected, we found that MMP-9 rnRNA was not expressed constitutively 
(Fig. 8A), suggesting that external stimuli, such as contact with matrix protein in 
Matrigel, for instance, are required to induce the expression of the enzyme. Low levels 
ofTIMP-l transcript were found in EN-1078D cells (Fig. 8C). 
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2.3.5 Discussion 
The present study describes the characterization of a new poorly differentiated 
endometrial carcinoma cell line, EN-1078D, isolated from a metastasis to the ovary. 
Although many endometrial carcinoma cell line have demonstrated their capacities to 
form tumors and/or metastases in nude rnice (Hec-l-A, Hec-l-B, RL-95-2 and Ishikawa) 
[30-32], only few endometrial cancer cell lines derived directly from metastatic cancer 
cells (AN3CA and KLE) [33;34] . 
We have confirmed the origin of simple epithelial cells [35] for this cell line and the 
endometrial carcinoma phenotype of the metastatic tumor cells because the EN-1078D 
cell line was isolated from a ovary. In addition, EN-I078D analysis revealed the 
presence of two cell populations in this cell line which is often the case in cultures 
derived from tissues. The presence of only one chromosome X in both populations of 
EN-1078D cell line confirmed the same origin for these two populations. The 
differentiation in two types of cell populations by the achievement of the third 
chromosome 17 was the fact of malignant transformation which seems to give an 
advantage for in vitro growth to this cellular population compared to the other one 
[36;37]. In addition, we have tested the response of EN -1078D cells to two 
chemotherapeutic agents commonly used: cisplatin and doxorubicin. In fact, with his 
high FIGO (International Federation of Gynecology and Obstetrics) grade (III), his poor 
differentiation and his aggressiveness, it is surprising that this cellline is so sensitive to 
these compounds. It is suggested that the karyotypes of the cultured cells may undergo 
considerable changes in vitro and sorne of these changes may represent the malignant 
transformation process of the tumor ceIls in vivo [35;36]. 
Sex steroid receptors status is crucial in the development of endometrial cancer. 
EN-1078D ceIls show all functional sex steroid receptors except for PR-A, which is not 
expressed. Expression of PR-B alone, a strong regulator of proliferation [8;38], is only 
seen in tumor ceIls [39] and was a feature of high-grade tumors. A study by Fujimoto 
and Ichigo [40] has reported that in aIl metastatic les ions of uterine endometrial cancers, 
the expression of PR-A rnRNA was suppressed and PR-B rnRNA was dorninantly 
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expressed which are in correlation with our observations. Additionally, the presence of 
the both ERa and ER~ in EN-1078D cells confirm that this cell line will become a very 
interesting tool of study because the majority of endometrial cancer cell lines available 
express only one of these two receptors. 
Loss of progesterone responsi veness ln endometrial cancer [41] combined with the 
expression of sorne MMPs might be related to the metastatic potential of EN-1078D 
cells. The level expression of MMP-2, MMP-14 and TIMP-2 in EN-1078D cell line is 
consistent with an endometrial cancer with high invasive potential [42]. The team of 
Graesslin [43] has found a relation between low TIMP-2 expression and myometrial 
invasion, lymphovascular space involvement, and lymph node metastasis. MMP-9 IS 
normally induced under conditions that require tissue remodelling [44] and is 
predominantly expressed by inflammatory cells of the stroma [45]. EN-1078D cells do 
not express MMP-9 in basal and normal culture conditions but they may produce the 
enzyme in other, more physiological, conditions. Given that this cell line express 
constitutive levels of MMP-2 and MMP-14, and that EN-1078D cells were highly 
invasive in vitro, this cellline represent an important tool for the characterization and the 
study of the molecular and cellular mechanisms regulating endometrial carcinoma cell 
lnVaSlOn. 
In endometrial cancers, frequents lesions were observed including K-Ras and PTEN 
mutations and Her-2/neu amplification [46]. Our finding that K-Ras is mutated in 
EN-1078D cell line is supported by many studies suggesting that the majority of 
mutations present in the codon 12 of K-Ras and G to T transversions were 
predominating in the North American population [47]. Mutations of the Ras oncogene 
results in autonomous cell growth [48] by enhancing estrogen and antiestrogen 
(tamoxifen)-induced transcriptional activity of the ER activation function [49;50]. A 
significant correlation was found between ER-dependent PR expression and activating 
K-Ras mutations suggesting that enhanced activity of the ER activation function by 
stimulating phosphorylation mediated through mutational activation of the Ras-MAPK 
cascade may be one mechanism of hormone independence of endometrial cancer [51] . 
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PTEN gene is frequently mutated in endometrial cancer. We have identified to 2 sites of 
mutations in EN-1078D cells affecting the C-terminal domain. This domain, in which 
~ 43% of PTEN mutations occur, contains man y important subdomains that are common 
to other signal-transducing molecules [52]. The C2 domain (amino acids 186-351) is 
associated with phospholipids-binding regions [53] and has been identified in many 
proteins involved in signal transduction and membrane localization [54]. The C-terminal 
tail also contains a sequence rich in proline, glutamic acid, serine and threonine (PEST 
sequence) (amino acids 350-375 and 379-396), which are critical for PTEN stability 
[55]. PEST sequences target proteins for short intracellular half-lives and protein 
degradation. Paradoxically, deletion of these regions leads to decreased protein 
expression versus the expected increase. Nonetheless, these studies point out that the 
PEST regions are necessary for PTEN stability and in EN-1078D cell line the PEST 
region contains one mutation. PTEN antagonizes the PI3KJAkt pathway by 
dephosphorylating PIP3 (Phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate), resulting in a 
decreased translocation of Akt to cellular membranes and subsequent down-regulation 
of Akt activation. It has been shown that expression of PTEN in cells leads to decreased 
levels of phospho-Akt (active form), and, therefore, to increased apoptosis [56;57]. For 
example, RL-95-2 and Ishikawa endometrial cancer cells lines have a mutation in the 
PTEN gene and express high levels of phospho-Akt [58-60]. However, the mutated 
PTEN-cellline EN-1078D express weak levels of phospho-Akt (data not shown) which 
suggests that the simple mutation of PTEN in this cell line is not sufficient to induce 
constitutive Akt phosphorylation. 
In conclusion, our results suggest that EN-1078D cell line is an endometrial carcinoma 
originating from simple epithelial cells. This tumorigenic cell line, positive for both 
estrogen receptor isoforms and progesterone receptor B, presents mutations in PTEN 
and K-Ras genes, one tumor suppressor and one oncogene frequently mutated in 
endometrial cancers. Moreover, EN-1078D expresses high level of MMP-2, no MMP-9 
and a weak expression of TIMP-2. These cells express weak levels of phosphorylated 
Akt and show sensitivity to drugs commonly used in chemotherapy. EN-1078D cellline 
showed tumorigenic capacities in vivo and is a very aggressive cell line with high 
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invasiveness in vitro. EN-1078D will be a useful tool to study the mechanisms involved 
in the invasion of endometrial cancer cells, and their regulation by sex steroids. 
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2.3.8 Figure legends 
Figure 1: A) Phase contrast features of the monolayer-cultured EN-1078D cells 
revealing a sheet of polygonal cells with a pavement-like arrangement. B) Transmission 
electron microscopy showing the tendency of cells to pile up. C) Ultrastructural aspects 
of EN-1078D cellline by transmission electron microscopy. Cultured cells show a high 
nucleus-cytoplasmic ratio, euchromatic nuclei, prominent nucleoli and well-developed 
microvilli. D) Higher magnification shows intracytoplasmic lipid droplets (L), and 
exhibits intricate cytoplasmic interdigitations but no desmosomes were observed. 
Figure 2: Growth curves and characteristics of EN -1 078D. 
Figure 3: Expression of cytokeratins in EN-1078D. A) RT-PCR analysis for stratified-, 
simple-epithelial cytokeratins and for the other types of intermediate filaments. In EN-
1078D ceIls, the simple-epithelial cytokeratins are predominantly expressed. Vimentin 
expression is consistent with the neoplasic tissue while absence of the expression of 
desmin confirmed that EN-1078D is not an endometrial sarcoma. B) Expression of 
cytokeratins 18 and 19 by Western Blot analysis .. KLE was used like as positive control 
Data shown are representative of results obtained from three independent assays. 
Figure 4: Sex steroid receptor status. A) Both estrogen and progesterone receptors 
mRNA are detected by RT-PCR but the signal for PR-A is very weak and protein is not 
detected by Western blot analysis. Ishikawa cell line was used as a positive control for 
PRA-B antibody. Data shown are representative of results obtained from three 
independent assays. MTT proliferation assay was conducted to verify the functionality 
of these receptors in EN-1078D cell line: B) 24 hours of exposure to 17~-oestradiol 
increases cell growth and C) a significant increase in proliferation was observed after 48 
hours of exposure to 1O·6M for progesterone (p < 0.05). Data shown are representative 
of results obtained from three independent assays. 
Figure 5: A) Karyotype analysis of EN-1078D (P76+ 13 passages), showing that all cells 
have monosomy of X chromosome. Most of the cells have trisomy of chromosome 
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17.B) FISH analysis of copy number of X chromosome with Probe CEP X (DXZ1) 
alpha satellite III. Probe DXZl marked in orange spectrum hybrid satellite DNA 
localized in the centromere of the X chromosome. Only one X chromosome per cell was 
observed. C) Metaphasic analysis of Her2/neu (human epidermal growth factor receptor 
2) by fluorescence in situ hybridization (FISH). The HER-2 probe spans the entire HER-
2 gene is labeled in spectrum orange. The CEP 17 probe is labeled in spectrum green 
and hybridizes to the alpha satellite DNA located at the centromere of chromosome 17 
(l7p 11.1-q 11.1). Inclusion of the CEP 17 probe allows for the relative copy number of 
the HER-2 gene to be determined. 
Figure 6: Determination of EN-1078D sensitivity to cisplatin (le ft panel) and 
doxorubicin (right panel). A,D) 24 hours of exposure to compounds B,E) 48 hours and 
C,F) 72 hours. Both Hela and EN-1078D are sensitive to cisplatin after 24 ho urs in 
contrast to KLE, which is chemoresistant. The three cell lines seem not to be affected by 
doxorubicin after exposure of 24 hours. KLE is more resistant than other cells lines for 
both 48 and 72 hours.Data shown are representative of results obtained from three 
independent assays. 
Figure 7: A) Tumorigenicity of EN-1078D cells in nude rnice. B) Histology of 
subcutaneous tumor taken from nude mice showed large solid masses composed of 
poorly differentiated carcinoma cells with no apparent structures (haematoxylin, 40X) 
Figure 8: Invasion assay and expression of MMPs and TIMPs rnRNA in EN-1078D. A) 
EN-1078D cells showed capacities to increase their invasiveness by 2 fold induction 
when they were stimulated with TGF-~3. B) The cell line expresses MMP-2 and 14 
while MMP-9 was not detected. The signal for MMP-2 is stronger for EN-1078D cells 
than for the positive control used. C) Both TIMPs expressions were detected but TIMP-2 
signal is weak. Data shown are representative of results obtained from three independent 
assays. 
Primer 
Keratin 1 
Keratin 4 
Keratin 5 
Keratin 7 
Keratin 8 
Keratin 13 
Keratin 18 
Keratin 19 
Keratin 20 
Vimentin 
Desmin 
ER alpha 
ER beta 
PR-A 
PR-B 
MMP-2 
MMP-9 
MMP-14 
TIMP- I 
TIMP-2 
p-actin 
2.3.9 Tables 
Table 1: PCR primers, cycling conditions and positive controis used. 
* Size of amplified fragment; ** PMA-treated THP-l cells 
Sens Primer Antisense Primer Size annealing 
(bp)* (celsius) 
5' -gatgaaggccacggtgatca-3' 5'-gacttgagttggggtgccta-3' 627 64 
5' -ctccagcaaaaaccttgagc-3' 5' -aagtcattctcggctgctgt -3' 186 58 
5'-tctcgccagtcaagtgtgtc-3' 5' -atagccacccactccacaag -3' 247 58 
5'-caggatgtggtggaggactt-3' 5' -ttgctcatgtaggcagcatc-3' 116 58 
5' -agatgaaccggaacatcagc-3' 5' -tccagcagcttcctgtaggt -3' 262 58 
5'-gtcttcagcacccagaggag-3' 5'-ttgcagaaaggcaggaaact-3' 246 58 
5'-cacagtctgctgaggttgga-3' 5'-gagctgctccatctgtaggg-3' 164 58 
5' -tttgagacggaacaggctct -3' 5' -gccatgacctcatattggct -3' 275 58 
5' -acgccagaacaacgaatacc-3' 5' -ac gaccltgccatccactac-3' 198 6 1 
5'-gagaactttgcc gttgaagc-3' 5' -lccagcagcttcctgtaggt -3' 170 58 
5' -caagctgcaggaggagattc -3' 5' -ggcagtgaggtctggcttag -3' 241 62 
5' -gtgcctggctagagatcctg-3' 5'-agagaCllcagggtgclgga-3' 265 66 
5'-tcaggcatgcgagtaacaag-3' 5'-gcttttactgtcctctgccg-3' 167 65 
5' -gcttcaagttagccaagaagagt -3' 5' -ctggaaattcaacactcagtg -3' 290 58 
5' -acaccttgcctgaagtttcg-3' 5'-tccaagacactgtccagcag-3' 160 64 
5' -aggcaagtggtccgtgtgaa-3' 5'-acagtggacatggcggtclcag-3' 369 66 
5' -caacatcacctattggatcc-3' 5' -c gggtgtagagtctctc gct -3' 479 60 
5' -ccagggtctcaaatggcaaca-3' 5' -ccatggaagccctcggcaaa-3' 219 66 
5' -accagaccaccttataccagcg -3' 5' -ggaclggaagccClttlcagag -3' 395 58 
5'-algcagatgtagtgatcagggc-3' 5' -gatgaagtcacagagggtgatg -3' 272 58 
5' -gaggatcttcatgaggtagtctgtcaggtc-3' 5'-caactgggacgacatggagaagatclggca-3' 348 58 
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cycles extension positive 
control 
36 1 min KLE 
36 30 sec KLE 
36 30 sec KLE 
30 30 sec KLE 
30 30 sec KLE 
36 30 sec Hec-I -A 
36 30 sec KLE 
30 30 sec KLE 
36 30 sec KLE 
36 30 sec KLE 
36 30 sec KLE 
36 30 sec MCF-7 
36 30 sec MCF-7 
36 30 sec Ishikawa 
35 30 sec Ishikawa 
36 30 sec KLE 
36 30 sec KLE 
36 30 sec •• 
36 30 sec RL-95-2 
36 30 sec RL-95-2 
25 30 sec none 
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2.3.10 Figures 
Figure 1: Dery et al. 
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CHAPITRE III 
OXYTOCIN INCREASES INVASIVE PROPERTIES OF ENDOMETRIAL 
CANCER CELLS THROUGH PHOSPHATIDYLINOSITOL 3-KINASE/AKT-
DEPENDENT UP-REGULATION OF CYCLOOXYGENASE-l, -2 AND X-
LINKED INHIBITOR OF APOPTOSIS PROTEIN 
Ce chapitre est présenté sous forme d'article, en anglais, et a été publié dans la 
revue Biology of Reproduction, 2011, Dec; 85(6) : 1133-42 
3.1 Contribution des auteurs 
L'ensemble des expérimentations à la base de cet article a été effectué par 
Marie-Claude Déry qui a fait le design et l'écriture de l'article ainsi que toutes les 
expériences hormis ceux en lien avec la lignée Ishikawa et shRNA de COX-2 qui ont été 
exécutés par le Dr Parvesh Chaudhry alors que Sophie Parent a exécuté le dosage de la 
PGE2, Valérie Leblanc et Anne-Marie Fortier ont apporté de l'aide technnique. Le 
manuscrit a été révisé et corrigé par les Dr Parvesh Chaudhry et Dr Eric Asselin, 
directeur de recherche. Dr Asselin a également contribué à la planification des 
expériences et l'encadrement des travaux. 
3.2 Résumé 
L'ocytocine est traditionnellement connue pour jouer un rôle dans la régulation 
des changements cycliques à survenir au niveau de l'utérus, dans l'implantation de 
l'embryon et dans la parturition. Récemment, il a été démontré que l'ocytocine pouvait 
agir à titre de régulateur de la prolifération cellulaire dans plusieurs types de cancer. 
Dans les cellules du carcinome endométrial, il a été rapporté que l' ocytocine inhibait 
efficacement la prolifération cellulaire. Dans cette étude, nous démontrons que 
l'ocytocine peut induire l'invasion des cellules du carcinome endométrial humain qui 
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sont également résistantes à l' effet inhibiteur de l'ocytocine. À l'aide d'inhibiteurs 
pharmacologiques, de tests d'invasion, d'analyse de type interférence ARN et 
d'immunofluorescence, nous avons déterminé que l'ocytocine augmente les propriétés 
invasives des cellules du cancer endométrial via l'augmentation de l'expression de 
XIAP, de la MMP-2 et MMP-14. Nos résultats démontrent que l'invasion est COX-l et 
COX-2 dépendante via la voie de PI3-KlAkt. De plus, l'analyse par interférence ARN 
de COX-2 a diminué l'expression de XIAP. Nous avons aussi mis en évidence la 
présence du récepteur OTR dans les grades 1 à III du cancer endométrial. L' ensemble de 
nos résultats décrivent pour la première fois un nouveau rôle pour l'ocytocine dans 
l'invasion des cancers endométriaux. 
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3.3 Article scientifique 
Oxytocin Increases Invasive Properties of Endometrial Cancer Cells through 
Phosphatidylinositol 3-Kinase/AKT-dependent Up-regulation of Cyclooxygenase-1, 
-2 and X-linked Inhibitor of Apoptosis Protein 
Marie-Claude Déry, Parvesh Chaudhry, Valérie Leblanc, Sophie Parent, Anne-Marie 
Fortier and Eric Asselin* 
Research Group in Molecular Oncology and Endocrinology, Department of Chemistry 
and Biology, Université du Québec à Trois-Rivières, Trois-Rivières, Québec, Canada 
G9A 5H7; 
3.3.1 Abstract 
Traditionally, oxytocin (OT) is well known to play a crucial role in the regulation of 
cyclic change of the uterus, implantation of the embryo and parturition. Recently, an 
additional role for OT has been identified in several types of cancer cells where OT acts 
as a growth regulator. In endometrial cancer cells, OT is known to efficiently inhibit 
cellular proliferation. In the present study, we show that OT increases invasiveness of 
human endometrial carcinoma (HEC) cells which are otherwise resistant to the 
growth-inhibiting effects of OT. Using pharmacological inhibitors, invasion assay, RNA 
interference and immunofluorescence, we found that OT enhances the invasive 
properties of HEC cells through up-regulation of X-linked inhibitor of apoptosis protein 
(XIAP), matrix-metalloproteinase-2 (MMP2) and matrix-metalloproteinase-14 
(MMP14). In addition, we show that OT-mediated invasion is both cyclooxygenase-l 
(PTGS 1) and cyclooxygenase-2 (PTGS2) dependent via the phosphatidylinositol 
3-kinase/AKT (PI3-K/AKT) pathway. COX-2 knockdown by shRNA resulted in XIAP 
downregulation. We also show that OT receptor is overexpressed in grade l to III 
endometrial cancer. Taken together, our results de scribe for the first time a novel role for 
OT in endometrial cancer cell invasion. 
101 
3.3.2 Introduction 
Endometrial carcinoma is the fourth commonly diagnosed cancer among women in the 
Western world [1] . The capacity for invasion and dissemination of tumor cells is a 
significant turning point in the survival to endometrial carcinoma. Various growth 
factors, extracellular matrix components (ECM) and tumor-secreted factors are known to 
stimulate the motility of tumor ceIls [2]. 
Oxytocin (OT) is a nonapeptide hormone playing a crucial role in many reproductive 
and behavioural processes [3]. In recent years, OT has been described to inhibit ceIl 
proliferation as weIl as to promote ceIl proliferation and invasion depending on cancer 
ceIl type [4;5]. OT acts through the activation of a specifie membrane G-coupled 
receptor, the oxytocin receptor (OTR) [6]. The OTR could activate different signal 
transduction pathways: a) the "traditional" signaIling pathway which result in the 
hydrolysis of phosphatidylinositol and cytosolic Ca2+ increase [6] leading to 
transcriptional activity by phosphorylation and activation of mitogen-activated protein 
kinases (MAPKs) [7] and extraceIl ular signal-regulated kinases (ERKs) or b) the 
unconventional pathway through the formation of cAMP resulting in the induction of 
cyclin kinase inhibitor p2I WAFIICIPI [4;8]. 
It has been reported that OT could stimulate prostaglandin E (2) (PGE2) synthesis in 
endometrial epithelial ceIls under physiologie conditions [9; 10] as weIl as in cancer ceIls 
[11]. PGE2, a cyclooxygenase-2 (PTGS2)-derived eicosanoid, has been shown influence 
the hallmark of cancer ceIls by inducing proliferation, survival, angiogenesis, 
immunosuppression processes, migration and invasion through activating multiple 
cellular pathways [12-14]. In the current study, we evaluated if OT could modulate 
invasive properties of HEC cell lines (Hec-l-A and Ishikawa) and investigated the 
involvement of the PTGSIPGE2 and PI3-KlAKT survival pathway in this process. 
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3.3.3 Materials and Methods 
Cellline and Reagents 
Hec-l-A cell line was purchased from ATCC (www.atcc.org). Hec-I-A cells were 
derived from a poorly differentiated endometrial carcinoma (grade 3). Cells were 
maintained in McCoy's 5A media supplemented with 2.438 g/L of NaHC03, 10% of 
BOS (bovine growth serum) and 50 [!g/mL gentamycin. Ishikawa cells were generously 
provided by Dr. Sylvie Mader (Université de Montréal, Qc, Canada). Ishikawa cells 
were maintained in DMEM-FI2 supplemented with 2% BOS and 50 [!g/mL gentamycin. 
AIl of the antibodies were from Cell Signaling Technology (Beverly, MA) except for 
COX-l and COX-2 which were purchased from Cayman Chemical (Cedarlane, 
Burlington, ON, Canada). Horseradish peroxidase (HRP)-conjugated anti-rabbit and 
anti-mouse secondary antibodies were obtained from Bio-Rad Laboratories 
(Mississauga, ON, Canada). Antibody for OTR was from Sigma Aldrich (St-Louis, MO) 
and MMP-14 was from Abcam (Cambridge, MA). Oxytocin, Indomethacin, SB203580, 
MTT (3-(4,5-dimethyl-thiazolyl-2)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) and Hoechst 
33258 were obtained from Sigma Aldrich. Prostaglandin E2, SC-19220 and NS-398 
were purchased from Cayman Chemical. L Y294002 and PD98059 were obtained from 
Cell Signaling Technology. PTOS2 shRNA was purchased from SA Biosciences 
(Frederick, MD 21703, USA). 
Western blot analysis 
Cells were trypsinized, lysed in co Id RIPA lysis buffer (PBS IX pH 7.4; 1% Nonidet 
PAO; 0.5% Sodium deoxycholate; 0.1 % SDS; Protease Inhibitor Cocktail Tablets 
(Roche, Indianapolis, IN, USA), frozen and thawed three times, and centrifuged 
(16,100 g, 20 min at 4°C) to remove insoluble material. Supernatant was recovered and 
stored at - 20°C till further analysis. Protein content was determined with the Bio-Rad 
DC Protein Assay (Bio Rad, Mississauga, ON, CA). Protein extracts (35-50 [!g) were 
denatured (95°C, 3 min) and resolved by 8, 10 or 14% w/v SDS-polyacrylamide gel 
electrophoresis (SDS-PAOE) followed by semi-dry electro-transfer to nitrocellulose 
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membranes (15 V, 30 min) using Bio-Rad apparatus. Membranes were then blocked 
Cl hr, RT) with PBS 1X-Tween 200.06% containing 5% w/v non-fat milk powder, then 
incubated with primary antibody overnight at 4°C, and subsequently with Horseradish 
peroxidase (HRP)-conjugated anti-rabbit secondary antibody (RT, 45 min) or with HRP-
conjugated anti-mouse secondary antibody (RT, 45 min). Peroxidase activity was 
visualized with the SuperSignal West Femto substrate (Pierce, Arlington Heights, IL), 
according to the manufacturer' s instructions 
MTT Proliferation Assay 
Cells were plated at a density of 1.5 X 104 cells / weil in 96-wells plates and incubated 
overnight at 37°C until they reached 80% confluence. Cells were cultured for 24,48 and 
72 h in the presence of increasing concentrations of OT (0; 0.01; 0.1; 1 and 10 !lM in 
culture media) at 37°C. MTT reagent (Sigma) was added to the wells (lO!lL of a 
5 mg/mL thiazolyl blue tetrazolium bromide in PBS) 3.5 h before the end of the 
incubation period. The conversion of yellow tetrazolium salt to blue thiazol crystals by 
metabolically active cells was stopped by adding 100 !lL of solubilization solution (10% 
w/v SDS in 0.01 M HCI) in each weil. The microplate was incubated overnight (37°C, 
5% CO2/air) to allow the complete solubilization of thiazol crystals. The optical density 
(OD) of blue emission (600 nm) was read with the FluoStar Optima reader (BMG 
Laboratories, Durham, NC). Percentage of proliferating cells was calculated as the ratio 
of optical densities of treated to control-treated cells. The experiments were repeated 3 
times in duplicate. 
Invasion assays 
TransweU® Permeable support (Costar 3432, Corning, USA) with an 8.0 !lm pore size 
polycarbonate membrane was coated with 2 mg/mL of BD Matrigel Low TM, diluted 1:5 
in fresh media without serum. The cells were pre-treated for 1 h with 20 !lM of 
LY294002, 100 !lM of Indomethacin, 10 !lM of NS-398, 10 !lM of SC-19220 or 
transfected with XIAP siRNA followed by a 24h treatment with 100 nM of PGE2 or 
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1 f,lM of OT. After the completion of treatment period, cells were collected, washed, and 
resuspended in basal medium without serum. The lower chambers were filled with 
600 f,lL of respective fresh culture medium containing 5% of bovine growth serum with 
or without 1 f,lM of OT and 1 x 105 cells were added to the upper chamber inserts. The 
plates were incubated for 24 h, 48 h or 72 h at 37°C. After the incubation period, 
invasive cells had reached the porous insert, where they adhered. The non-migrated cells 
on the upper surface of the filter were removed by scraping. Invasive cells were fixed in 
methanol and nuclear staining was performed with Hoechst 33258 followed by 
densitometric analysis. The assays were run in duplicate. 
PGEz enzyme immunoassay 
The procedure for PGE2 EIA kit (Cayman) described by the manufacturer was followed. 
Briefly, a 50 f,lL aliquot from culture medium was used for PGE2 determination in a 
96-wells plate coated with goat anti-rabbit secondary antibody. A volume of 50 f,lL of 
PGE2 tracer and 50 f,lL of the PGE2 antibody were added to each sample and the plate 
was incubated overnight at 4°C. Wells were washed with 10 mM phosphate buffer (pH 
7.4) containing Tween 20 (0.05 %) at pH 7.4; 200 f,lL of Ellman's reagent (69 mM 
acetylthiocholine and 54 mM 5,5' -dithio-bis [2-nitrobenzoic acid] in 10 mM phosphate 
buffer, pH 7.4) was added to each well, and samples were incubated in the dark at room 
temperature. This allows the bound enzyme tracer to react with Ellman' s reagent to yield 
a yellow solution that can be measured photometrically with a microplate reader at 
410 nm. A standard curve was developed simultaneously with standards ranging from 50 
to 1000 pg/mL of PGE2. The presence of PGE2 was undetectable in the culture media in 
the absence of cells. 
XIAPsiRNA 
Cells (2 X 106) were seeded in a petri dish to adhere and in order to reach -80% 
confluence in 24 h. At the time of experiment, XIAP (5' -ccaagugguaguccuguuucagcau-
3' and 5' -augcugaaacaggacuaccacuugg-3'), or control (5' -acucuaucugcacgcugacuu-3' 
and 5'-agucagcgugcagauagagu-3') si RNA were mixed with Trans-it TKO transfection 
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reagent (Mirus, Madison, WI) according to the manufacturer' s instructions and added to 
the cells for a working concentration of 100 nM. Following 8h of transfection, fresh 
medium containing 1 fAM of OT was added and cells were collected after an additional 
incubation period of 24 h. 
PTGS2shRNA 
One day before transfection, cells (0.3 X 106) were seeded in six weil culture plates. 
After 24h, cells were transiently transfected with lfAg PTGS2 shRNA/well using Fugene 
6 (Roche, Indianapolis, IN, USA). Following 48h of transfection, medium was replaced 
with fresh medium containing lfAM OT. Cells were further incubated for 24h. After 24h 
of OT treatment, cells were harvested for western blot analysis. 
Hoechst nuclear staining 
Treated cells were collected, washed and resuspended in 1 fAg/mL Hoechst 33258 
(Sigma) in 10% formalin and incubated for 24 h at 4°C before blind ceIl counts were 
performed using a Olympus BX60 fluorescence microscope. At least 300 ceIls were 
counted for each sample, and the percentage of apoptotic cells was calculated as the ratio 
of apoptotic cells (with characteristic apoptotic morphology such as nuclear shrinkage 
and condensation, as revealed by fluorescence microscopy) to total ceIl count. 
RNA isolation and RT-PCR 
Total RNA was isolated from ceIls using Trizol Reagent (Invitrogen) as described by the 
manufacturer. First strand cDNA synthesis was done using lfAg of RNA. Briefly, the 
RNA samples were incubated (65°C, 10 min) with 2: 1 oligo dT (deoxythymidine) 
primers in a final volume of 10: 1. Samples were then incubated (37°C, 60 min) in 20: 1 
of a reaction buffer lOX containing dithiothreitol (DTT, 100 mM), deoxynucleotide 
triphosphate (dNTPs, 5 mM) and Muloney Murine Leukemia Virus Reverse 
Transcriptase (MMLV-RT, 200 U). The reaction volumes were brought up to 60:1 with 
autoclaved water. Each PCR reaction mixture (final volume 50: 1) contained IX Buffer, 
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RT template or negative control (5: 1), MgCl2 (50 mM), dNTPs (5 mM), primers 
(25pmoles, 1: 1 each) and Taq polymerase (5 U/f!L). PCRs were performed in a Ml 
Research Thermal cycler (model PTC-lOO) using the following parameters: 30 s at 
94 oC, 30 s at Tm and 30 s to 1 min at 72 oC for 36-40 cycles, except for p-actin 
(25 cycles) . Tm and primer sequences are given in Table 1. Reaction products were 
analysed on 1 % w/v agarose gels. Bands were visualized using SYBR-Safe ™ 
(Invitrogen) staining upon ultra-violet transillumination. 
Gelatin Zymography 
Serum-free conditioned medium from cells was assessed by zymography for the 
detection of gelatinolytic enzymes. The samples were applied without heating to a 10% 
polyacrylamide gel with 0.1 % gelatine (Sigma). After electrophoresis, the gels were 
washed twice for 30 min with 2.5% and 1 % Triton X-IOO to remove SDS and incubated 
for 24h in 50 mM Tris, 5 mM CaCI2, 1 % Triton-X at 37°C. The gels were stained with 
Coomassie Brilliant Blue for 30min and destained in 30% v/v methanol, 5% acetic acid. 
The gelatinase activity was identified as a clear band on a blue background. 
Immunofluorescence-based Detection of OTR in Clinical Samples 
Human endometrial carcinoma tissue section slides (Cybrdi, Frederick, MD), containing 
16 grade l tumor specimens, 34 grade II tumor specimens, 5 grade III tumor specimens, 
2 smooth muscles and 3 normal endometrial specimens were used. The tissues, obtained 
from biopsies, were already formalin-fixed and paraffin-embedded. The slides were 
deparaffinized by heating at 55°C for 30 min followed by two washes in NeoClear 
solvent (VWR Canlab, Mississauga, Canada) and progressively hydrated with 
successive washes at room temperature in 100%, 95% and 70% ethanol and two washes 
in water. After antigen retrieval for 20 min in boiling citrate solution (l0 mM sodium 
citrate pH 6, 0.05% Tween in water), the tissue slides were cooled down for 20min at 
room temperature and then washed twice in PBS. Nonspecific binding sites were 
blocked by 1h incubation with 5% normal donkey serum and 0.3% Triton X-lOO in PBS 
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at room tempe rature in a humidified chamber, and the tissues were probed with rabbit 
anti-human OTR primary antibody (Sigma-Aldrich) or rabbit IgG isotype control 
(Vector Laboratories) overnight at 4°C. The slides were washed three times in PBS, and 
the tissues were probed with Alexa Fluor 488-conjugated anti-rabbit secondary antibody 
(Molecular Probes) for 1 h at room tempe rature in a humidified chamber protected from 
light. The slides were washed once in PBS and counterstained with Hoechst nuclear dye 
followed by two rinses in water. The tissues were mounted with p-phenylenediamine 
(PPDA) in glycerol and observed under a fluorescence microscope. 
Statistical analysis 
All experiments were repeated at least three times. Data were subjected to one-way 
ANOVA (PRISM software version 3.03; GraphPad, San Diego, CA). Differences 
between experimental groups were determined by the Tukey's test. Statistical 
significance was accepted when p < 0.05. 
3.3.4 Results 
HEC Cells are Resistant to the Growth Inhibitory Effect of OT 
Expression of the OT receptor and the antiproliferative effect of OT in endometrial 
carcinoma have been reported [15]. We examined whether Hec-l-A and Ishikawa cells 
expressed the OT receptor and we have evaluated the growth inhibitory effect of OT 
using MTT proliferation assays. We found that OTR was abundantly expressed 
(Fig. lA) in both Hec-l-A and Ishikawa celllines. Hec-l-A cells did not respond to the 
growth inhibitory effect of OT even when the concentration of OT was increased up to 
LO/-tM or after a prolonged exposure of 72h (Fig. lB). These results indicate that OT 
does not affect the proliferation of endometrial carcinoma cells. 
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Oxytocin Increases Invasion in HEC CeUs 
The ability of oxytocin to stimulate motility and invasion had been reported in different 
cells [16;17]. We have evaluated the effect of OT on the invasiveness of Hec-1-A cells 
using the Matrigel invasion assay. We found that oxytocin increased Hec-l-A cells 
invasion (Fig. lC) by 45% which were poorly invasive in basal conditions. The maximal 
induction in cell motility was observed with 1 f.lM of OT, therefore, this concentration 
was then chosen for all subsequent experiments. 
OT-mediates Invasion by Up-Regulating PTGS Isoforms and PGE2 production 
Because PTGS enzymes represent the rate-limiting step in prostaglandin biosynthesis 
and it is predominantly PGE2 production that has a strong association with 
carcinogenesis as well as tumor growth, invasion and metastasis [18;19], we investigated 
whether OT could stimulate PTGS 1, PTGS2 and PGE2 synthesis in HEC cells. The 
results showed that oxytocin treatment significantly increased PTGS 1 expression 
(Fig. 2 A-B). Interestingly, PTGS2 which is not detectable or poorly expressed in HEC 
cells was dramatically up-regulated in both Hec-1-A and Ishikawa cells (Fig. 2 A-D). 
Lower band in PTGS2 blot (Fig. 2A) represents a non-specific band and has been 
previously reported [20]. A similar increase was observed in PGE2 production by Hec-l-
A cells following exposure to oxytocin (Fig. 2E). To confirm that oxytocin increases 
invasiveness of Hec-1-A cells via PGE2 production, we performed an invasion assay by 
using SC-19220 (a selective antagonist of PGE2) which blocks the activity of EPI 
receptor. We had previousl y demonstrated the presence of this receptor in the Hec-l-A 
endometrial carcinoma cell line [21]. We found that SC-19220 blocks OT - and 
PGE2-induced Hec-l-A cells invasion (Fig. 2F). These results indicate that oxytocin 
increases invasion of HEC cells through the upregulation of PTGS isoforms and 
subsequent PGE2 production. 
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Oxytocin Up-regulates PTGS Isoforms by Activating PI3-K 
We have previously reported that the PI 3-K/AKT survival pathway is involved in the 
regulation of PTGS2 and PGE2 synthesis in human endometrial cancer cells [22;23]. 
Next we evaluated the effect of specifie PI 3-K inhibitor LY294002, COX-l inhibitor 
Indomethacin and PTGS2 activity inhibitor NS-398 on DT -induced invasion in Hec-l-A 
cells. Interestingly, we found that these three inhibitors prevented OT-induced invasion 
of Hec-l-A cells (Fig. 3A). L Y294002 totally blocked the effect of OT in terms of 
PTGS 1 and PTGS2 upregulation (Fig. 3B-C, D-E) suggesting that PI 3-K activation 
takes place upstream of PTGS 1 and PTGS2 up-regulation in Hec-l-A cells. Moreover, 
we observed that under OT stimulation Indomethacin increased PTGS2 expression (Fig. 
3D-E) whereas NS-398 increased PTGS 1 expression (Fig. 3B-C) suggesting a 
counterbalance mechanism between these two cyclooxygenases. As previously reported, 
we observed that NS-398 did not alter PTGS2 protein expression [24;25]. These results 
indicate that OT confers invasive properties to Hec-l-A cells via activation of PI3-
K/AKT pathway which leads to the upregulation of PTGS isoforms. 
XIAP is Involved in OT-induced Invasion in HEC cells via PI3-K and PTGS2 
We have recently reported that PI3-K activity was involved in the up-regulation of XIAP 
which play an important role in invasiveness of endometrial cancer cells in response to 
TGFB [26] . XIAP is constitutively expressed in resting HEC cells however, treatment 
with DT leads to XIAP upregulation in these cells (Fig. 4A-D). As hypothesized, PI3-K 
inhibitor LY294002 blocked the OT-induced up-regulation of XIAP (Fig. 4E-F). 
Because activation of PI3-K by OT leads to up-regulation of PTGSl and PTGS2 levels, 
we have examined the ability of these enzymes to regulate XIAP expression. We found 
that PTGS 1 inhibitor Indomethacin did not prevent DT induced XIAP expression, 
however, PTGS2 activity inhibitor NS-398 effectively blocked DT-induced XIAP 
expression (Fig.4G-H). Next we downregulated PTGS2 levels using PTGS2 shRNA, 
we observed more than 50% reduction in PTGS2 levels. Reduced PTGS2 levels aiso Ied 
to the downregulation of XIAP levels suggesting that COX-2 might regulate XIAP 
levels in Hec-l-A cells under OT stimulation (Fig. 4I-J). Further, we investigated if 
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XIAP is a key player involved in the OT induced invasiveness in Hec-I-A cells. To test 
this, Hec-I-A cells were transfected with XIAP siRNA. We observed an approximately 
50% reduction in the endogenous XIAP protein levels (Fig. 5A-B). Reduced XIAP 
levels completely blocked the ability of OT to increase the invasiveness of Hec-l-A cells 
(Fig. 5C). Moreover, reducing XIAP level increased the apoptosis of Hec-l-A cells upon 
treatment with oxytocin (Fig. 5D) suggesting a protective role of XIAP during OT 
induced apoptosis. Taken together, these results imply that XIAP is regulated by PTGS2 
via PI3-KlAKT activation and plays a crucial role in DT induced invasion and survival 
of HEC cells. 
OT-mediated Up-regulation of MMP14 and MMP2 are PTGSl- and 
PTGS2-dependent, respectively 
Because MMP14 and MMP2 have been identified as important participants in tumor cell 
invasion [27] , we have examined whether OT induced invasiveness of Hec-l-A cells 
also occurs via these two matrix metalloproteinases. We found that resting Hec-l-A cells 
express detectable levels of both MMP14 and MMP2 but exposure to OT induced an up-
regulation of their transcripts (Fig. 6A) and proteins (Fig. 6B). Treatment with 
Indomethacin did not impede the up-regulation of MMP2 expression in Hec-l-A cells 
by DT (Fig. 6C-D) but the treatments with NS-398 or LY294002 blocked OT-induced 
MMP2 upregulation, indicating a regulatory role of PTGS2 and PI3-K in OT induced 
MMP2 expression. In addition, we found that Indomethacin treatment decreased 
MMP14 expression in Hec-I-A cells (Fig. 6E-F). Pre-treatment with LY294002 for 1 h 
inhibits OT induced MMPl4 expression whereas NS-398 could not inhibit OT induced 
MMP14 expression. Collectively, these results indicate that up-regulation of MMP14 
and MMP2 following OT stimulation is a result of PI 3-K-dependent up-regulation of 
PTGS 1 and PTGS2 in HEC cells. 
OTR Is Expressed in Endometrial Carcinoma Tumors In Vivo 
To correlate our findings for a role of OTR in the invasiveness of HEC cells with the 
clinical data, we have performed irnrnunofluorescence analysis on an endometrial 
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carcmoma tissue panel representing varlOUS grades of the disease (Fig. 7). OTR 
expression was observed in epithelial and glandular celIs from the grade 1 (Fig. 7 A), and 
grade II (Fig. 7B) of endometrial carcinoma specimens and even in poorly-differentiated 
grade III (Fig. 7C). Moreover, few celIs in the stroma compartment showed OTR signal 
in the grade 1 tumors. AdditionaIly, we found that the immunostaining for OTR 
decreases with advanced grades. In the normal endometrium and in smooth muscles 
tissue samples, OTR immunoreactivity was undetectable (Fig. 7D-E). Altogether, these 
results indicate that OTR is expressed in aIl the grades of endometrial tumors samples in 
VIVO. 
3.3.5 Discussion 
Recent findings have greatly expanded the classical roles of oxytocin which were mainly 
linked with reproductive functions [28-33]. Moreover, novel sites of oxytocin receptor 
expression have been identified in many peripheral organs [28;34-39] suggesting that 
OT has physiological functions. OTR has also been described in various carcinoma celIs 
[15;40-45] where OT may regulate celI proliferation depending on cancer cell type. 
Casso ni et al. [15] have reported that OT significantly inhibited celI proliferation of 
endometrial carcinoma without inducing apoptosis. Beyond the growth-inhibiting aspect 
of OT, the purpose of this study was to investigate the possibility that OT may promote 
the invasiveness of resistant endometrial cancer celIs by upregulating or stimulating 
selected factors of tumor aggressiveness such as PTGS2IPGE2, PI3-KI AKT and XIAP. 
We have worked with Hec-l-A and Ishikawa celIlines commonly used as a model of 
endometrial carcinoma celIs and are found to be OTR-positive, poorly invasive in basal 
conditions and resistant to many molecule such as TGFB and TNF [26;46]. We show for 
the first time that OT can induce invasion in endometrial cancer celIs which are also 
resistant to the growth inhibitory effects of OT. 
It is weIl accepted that production of prostaglandins by endometrial epithelial cells under 
basal conditions is regulated through the constitutive expression of PTGS 1 whereas, 
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under stimulated conditions prostaglandin production is a results of the up-regulation of 
PTGS2 expression [47]. Our results support this concept because resting HEC cells 
express high levels of PTGS 1 but very low level of PTGS2 and PGE2 concentration. 
After OT stimulation, the expression of both the isoforms of cyclooxygenases and PGE2 
is up-regulated in HEC ceUs. Together, these results suggest that OT induced PGE2 
production occurs via the up-regulation of PTGS2 expression rather than PTGS 1. 
Moreover, we showed that OT increased the invasiveness of endometrial carcinoma 
cells through production of PGE2 and EP 1 receptor. 
Further, we reported the specifie contribution of each cyclooxygenase isoform to the 
OT-induced invasion using specifie pharmacologie al inhibitors. We found that both 
PTGSl and PTGS2 are necessary for the OT-induced invasion of HEC cells which was 
inhibited by PI3-K inhibitor LY294002. Furthermore, OT was able to induce AKT 
phosphorylation/activation which was also inhibited by L Y294002, thus suggesting that 
PI3-KlAKT pathway plays a central role in endometrial cancer ceIl invasion. The effect 
of OT to increase invasion, however, is not same for aU tissue types. Previously, OT was 
found to inhibit proliferation, migration and invasion of ovarian cancer ceUs [45]. The 
reason for this difference as compared to endometrial cancer ceUs could be tissue 
specificity and dose dependence as the authors have used lower concentration of OT as 
compared to the concentration used in the present study. 
Previously, the involvement of PTGS2IPGE2IMMP pathway in increasing ceU migration 
and invasion has been reported [48]. Here, we demonstrated that both PTGS 1 and 
PTGS2 are required for the increase in MMP2 and MMP14 activities. Indeed, the action 
of the two cyclooxygenases seems to act synergisticaUy: PTGS 1 triggers MMP14 which 
has been shown to be one of the major activators of MMP2 in invasive tu mors [49] 
while PTGS2 up-regulates MMP2 expression. To our knowledge, this is the first report 
of such coUaborative regulation of MMP2 and MMP14 by COX isoforms. A recent 
study [50] showed that PTGS 1 and PTGS2 play essential roles in gonadotropin-induced 
migration and invasion in human ovarian cancer cells supporting our findings that the 
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expression of the two isoforms of cyclooxygenases were critical for OT-induced 
invasive properties in endometrial carcinoma cells. 
We had recently reported the involvement of XIAP in the regulation of invasion of 
endometrial carcinoma cells that had been exposed to TGFB [26] given the indication 
that XIAP could be a critical factor in the invasiveness of endometrial carcinoma cells. 
We have investigated a putative role of XIAP in the OT-induced invasion of HEC cells. 
OT increased XIAP protein level in Hec-l-A and Ishikawa cells in a PTGS2-dependent 
manner which is in concordance with activation of the NF-KB pathway as shown in 
other cell types [22;51]. In addition, we also found that XIAP is required to induce 
invasion in HEC cells that had been exposed to OT. XIAP is a ubiquitous protein known 
to protect cells against apoptosis by binding and inhibiting caspase pathway [52]. 
Although no toxic effects or apoptosis were reported with OT [15] , it is therefore not 
surprising that inhibition of XIAP, by RNA interference, increased the number of 
apoptotic cells. However, we cannot rule out the possibility that the reduction in 
invasion followed by XIAP knockdown could be due to increased apoptotic cou nt. 
Taken together, these results highlight the importance of XIAP in invasion as weIl as in 
resistance to apoptosis in endometrial carcinoma cells. 
FinaIly, we have correlated the presence of OTR in endometrial carcinoma tumors with 
the grade of the disease in vivo. In the normal cycling endometrium, OTR is shown to 
be under sex steroids regulation and high levels of OTR are present in the luteal phase 
[53]. It is therefore not surprising that OTR signal detected by immunofluorescence 
analysis and confirmed by rnc was low/undetectable in normal endometrium tissue 
samples. By contrast, OTR immunoreactivity was strongly expressed in tumor tissue. 
Upon tumor progression from grade l to grade III, the OTR is localized mostly in the 
epithelial and glandular compartment which is consistent with a role for OTR in the 
invasiveness of HEC cells. These results indicate that overexpression of the OTR is an 
important factor to induce cancer progression, and further, metastasis in the presence of 
OT in the system. 
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3.3.6 Conclusion 
In summary, we pro vide the first evidence that OT couid efficiently increase invasion in 
HEC ceUs through different factors such as PTGS l, PTGS2 and XIAP which aU seem to 
be dependent on the activation of PI3-K. Moreover, we have identified a key role for 
XIAP in OT-induced invasion which is PTGS2-dependent. The present study further 
suggests that the presence of oxytocin receptor in endometrial cancer ceUs may therefore 
be considered as a major factor invoived in the progression of endometrial cancer. 
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3.3.8 Figure legends 
Figure 1: OT increases invasive properties of HEC cells. OTR expression (A) was 
detected by Western blot in Hec-l-A and lshikawa cells. HeLa cells were used as a 
positive control and AC TB was used as loading control. Representative result is shown. 
Hec-l-A cellular proliferation (B) after treatment with different doses of OT for 24 h, 48 
h and 72 h was assessed using MTT proliferation assay. The results are the means ± S.E. 
of four independent experiments, each performed in duplicate. Statistical significance 
was not achieved. (C) The effect of OT (1 ~M) on the invasive properties of Hec-l-A 
cells was deterrnined by using Matrigel invasion assay for the indicated times. The 
results are the means ± S.E. of three independent experiments performed in duplicate. 
* indicates a p value of < 0.05 when compared to untreated cells (control) after 24 h of 
treatment. 0 indicates a p value of < 0.05 when compared to untreated cells (control) 
after 48 h of treatment and • indicates a p value of < 0.05 when compared to untreated 
cells (control) after 72 h of treatment. 
Figure 2: OT -induced up-regulation of PTGS isoforms and PGEz production increases 
the invasiveness of HEC cells. (A) PTGS 1 and PTGS2 (arrow indicates upper band) 
expression were anal ysed by Western Blots in Hec-l-A cells after 24h of treatment with 
indicated concentrations of OT. ACTB was used as a loading control; representative 
results are shown. (B) Densitometric analysis of results obtained in (A). The results are 
the means ± S.E. of three independent experiments. * indicates a p value of < 0.05 when 
compared with untreated (control) cells for PTGS 1 .• indicates a p value of < 0.05 when 
compared with untreated (control) cells for PTGS2. (C) PTGS2 expression was analysed 
by western blot analysis in lshikawa cells after 24h of treatment with l~M of OT. (D) 
Densitometric analysis of results obtained in (C). The results are the means ± S.E. of 
three independent experiments. * indicates a p value of < 0.05 when compared with 
untreated (control) cells. (E) The effect of OT on PGEz production by Hec-l-A cells was 
deterrnined using ElA assay following 24, 48 or 72h of treatment with 1 or 10 ~M of 
OT. Data represent the mean ± of three independent experiments. * indicates a p value 
of < 0.05 when compared to untreated cells (control) after 24 h of treatment. 0 indicates a 
p value of < 0.05 when compared to untreated cells (control) after 48 h of treatment and 
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• indicates a p value of < 0.05 when compared to untreated cells (control) after 72 h of 
treatment. (F) Involvement of the PGE2 and EPI receptor in the invasion induced by OT 
in Hec-l-A cellline were deterrnined by Matrigel invasion assay without pretreatment or 
following 1 h of pretreatment with IO!lM of SC-19220 before adding 100nM of PGE2 for 
24h or l!lM of oxytocin in the lower chamber when the assays were performed. 
* indicates a p value of < 0.05 when compared to untreated cells (control), 0 indicates a p 
value of < 0.05 when compared to OT -treated cells and • when compared to 
PGE2-treated cells. 
Figure 3: OT-induced invasiveness occurs via the activation of PI3-K in HEC cells. The 
involvement of PTGSI, PTGS2 and PI3-K on the invasive properties of Hec-l-A cells 
upon exposure to OT (l!lM) was determined using (A) Matrigel invasion assay was 
performed following lh of pretreatment with 20 !lM LY294002, 100 nM lndomethacin 
or 10 !lM NS-398 and 24h OT treatment; the results are the means ± S.E. of three 
independent experiments. * indicates a p value of < 0.05 when compared to untreated 
cells (control), 0 indicates a p value of < 0.05 when compared to OT-treated cells (B) 
Western blot anal ysis was also performed for PTGS 1; the cells were pretreated for 1 h 
with or without 20 !lM L Y294002, 100 nM lndomethacin or 10 !lM NS-398 before 
adding 1 !lM of OT for 24 h. ~-actin was used as a loading control; a representative 
result is shown. (C) Densitometric analysis of results presented in B. The results are the 
means ± S.E. of three independent experiments. * indicates a p value of < 0.05 when 
compared to untreated cells (control), 0 indicates a p value of < 0.05 when compared to 
OT-treated cells. (D) Western blot analysis for PTGS2 (arrow indicates upper band); the 
cells were pretreated for 1 h with or without 20 !lM L Y294002, 100 nM lndomethacin or 
10 !lM NS-398 before adding 1 !lM of OT for 24 h. ACTB was used as a loading 
control; a representative result is shown. (E) Densitometric analysis of results presented 
in D. The results are the means ± S.E. of three independent experiments. * indicates a p 
value of < 0.05 when compared to untreated cells (control), 0 indicates a p value of 
< 0.05 when compared to OT -treated cells. 
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Figure 4: OT up-regulates XIAP via PI3-K and PTGS-2 in HEC cells. (A) XIAP 
expression was measured by Western blot analysis in Hec-l-A cells after exposure of 1 
!lM of OT for the indicated times. ACTB was used as a loading control; a representative 
result is shown. (B) Densitometric analysis of results presented in A. The results are the 
means ± S.E. of three independent experiments. * indicates a p value of < 0.05 when 
compared to untreated cells (control) after 24 h of treatment, 0 indicates a p value of 
< 0.05 when compared to untreated cells (control) after 48 h of treatment and • indicates 
a p value of < 0.05 when compared to untreated cells (control) after 72 h of treatment. 
(C) XIAP expression was measured by Western blot analysis in Ishikawa cells after 
exposure of 1 !lM of OT for 24 h. ACTB was used as a loading control. (D) 
Densitometric analysis of results presented in C. The results are the means ± S.E. of 
three independent experiments. * indicates a p value of < 0.05 when compared to 
untreated cells (control) after 24 h of treatment, (E) To deterrnine the involvement of 
PI3-K in XIAP up-regulation by OT, western blot analysis was performed following a 
pretreatment for 1 h in Hec-l-A cells with 20 !lM of L Y294002, a PI3-K specifie 
inhibitor before adding 1 !lM of OT for the indicated times. ACTB was used as a 
loading control; a representative result is shown. (F) Densitometric analysis of results 
presented in E. The results are the means ± S.E. of three independent experiments. 
* indicates a p value of < 0.05 when compared to untreated cells (control) after 24 h of 
treatment, 0 indicates a p value of < 0.05 when compared to untreated cells (control) 
after 48 h of treatment and • indicates a p value of < 0.05 when compared to untreated 
cells (control) after 72 h of treatment. (G) The ability of PTGS isoforms to up-regulate 
XIAP was determined by using Western blot analysis. The cells were pretreated with 
100 nM of Indomethacin or 10 !lM of NS-398 for 1 h before treatment with 1 !lM of OT 
for 24 h. ~-actin was used as a loading control; a representative result is shown. (H) 
Densitometric analysis of results presented in G. The results are the means ± S.E. of 
three independent experiments. * indicates a p value of < 0.05 when compared to 
untreated cells (control), 0 indicates a p value of < 0.05 when compared to OT -treated 
cells. (1) PTGS2 levels were downregulated using shRNA against PTGS2. Protein levels 
of PTGS2, XIAP and ACTB were deterrnined by western blot analysis. (1). 
Densitometric analysis of results presented in 1. The results are the means ± S.E. of three 
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independent experiments. * indicates a p value of < 0.05 when compared to 
untransfected cells (control) 
Figure 5: XIAP is involved in the invasiveness of HEC cells by OT. (A) Western blot 
analysis was performed to determine XIAP content following XIAP siRNA targeting in 
presence or absence of 1 !lM of OT. ACTB was used as a loading control; a 
representative result is shown. (B) Oensitometric analysis of results presented in A. The 
results are the means ± S.E. of three independent experiments. * indicates a p value of 
< 0.05 when compared to untreated cells (control), 0 indicates a p value of < 0.05 when 
compared to OT -treated cells. (C) The effect of reduction of XIAP on Hec-l-A invasion 
was determined by Matrigel invasion assay after treatment with 1 !lM of OT added in the 
lower chamber of the assay for 24 h. * indicates a p value of < 0.05 when compared to 
untreated cells (control), 0 indicates a p value of < 0.05 when compared to OT -treated 
cells. (0) Apoptotic index following a XIAP reduction in the presence and absence of 
1 !lM of OT was determined using Hoechst nuclear staining. The results are the means 
± S.E. of three independent experiments. * indicates a p value of < 0.05. 
Figure 6: Involvement of PTGS 1 and PTGS2 in the OT -mediated up-regulation of 
MMP14 and MMP2. (A) The mRNA levels of MMP2, MMP14 and TIMP2 were 
determined in Hec-l-A cells by RT-PCR following treatment with l!lM of OT for 24 h. 
~-actin was used as a loading control; a representative result is shown. (B) Gelatin 
zymography was performed to analyse MMP2 activity upon treatment with 1 !lM of OT 
for 24 h whereas MMP14 activity was deterrnined by western blot analysis. ACTB was 
used as a loading control; a representative result is shown. (C) The involvement of 
PTGSl, PTGS2 and PI3-K on MMP2 was deterrnined by RT-PCR after a pretreatment 
of 1 h with 20 !lM L Y294002 or 100 nM of Indomethacin or 10 !lM of NS-398 followed 
by 24h incubation with 1 !lM of OT. ACTB was used as a loading control; a 
representative result is shown. (D) Oensitometric analysis of results presented in C. The 
results are the means ± S.E. of three independent experiments. * indicates a p value of 
< 0.05 when compared to untreated cells (control), 0 indicates a p value of < 0.05 when 
compared to OT-treated cells. (E) The involvement of PTGSl, PTGS2 and PI3-K in the 
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regulation of MMP14 was determined by RT-PCR after a pretreatment of 1 h with 20 
!-lM L Y294002 or 100 nM of lndomethacin or 10 !-lM of NS-398 followed by 24h 
incubation with 1 !-lM of OT. ACTB was used as a loading control; a representative result 
is shown. (F) Densitometric analysis of results presented in C. The results are the means 
± S.E. of three inde pendent experiments. * indicates a p value of < 0.05 when compared 
to untreated ceUs (control), 0 indicates a p value of < 0.05 when compared to OT-treated 
cells. 
Figure 7: OTR is expressed in endometrial carcmoma tumors in vivo. OTR 
immunoreactivity (green) in human endometrial carcinoma grade l (A), grade II (B) and 
grade III (C), smooth muscles (D) and normal endometrial tissue (E) was assessed using 
Cybrdi human endometrial tissue array slides. For negative control, primary antibody 
was substituted with rabbit IgG (F). Hoechst dye was used to visualize nuclei (blue). 
Results shown are representati ve of 16 grade l, 34 grade II, 5 grade III tumors, 2 smooth 
muscles and 3 normal endometrial specimens. Original magnification x 200. 
3.3.9 Tables 
Table 1: Primers for PCR amplification 
Gene Forward Primer Reverse Primer Tm Product 
size (bp) 
MMP2 AGGCAAGTGGTCCGTGTGAA ACAGTGGACATGGCGGTGTCAG 66 369 
MMPI4 CCAGGGTCTCAAATGGCAACA CCATGGAAGCCCTCGGCAAA 66 219 
T1MP2 ATGCAGATGTAGTGATCAGGGC CATCACCCTCTGTGACTTCATC 58 272 
ACTB GAGGATCTTCATGAGGTAGTCTGT CAACTGGGACGACATGGAGAAGAT 58 348 
CAGGTC CTGGCA 
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Figure 7: Dery et al. 
CHAPITRE IV 
L'IMPLICATION DES VOIES PI 3-KlAKT, ERK1I2 ET PKC DANS 
L'INVASION TUMORALE INDUITE EN RÉPONSE À 
L'OCYTOCINE - RÉSULTATS NON PUBLIÉS-
4.1 Introduction 
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Ce chapitre contient des résultats qui ont été générés lors du travail sur l'ocytocine 
mais qui n'ont pas été publiés dans l'article retrouvé au chapitre III. 
Nous avons démontré pour la première fois que l'ocytocine pouvant induire 
l'invasion des cellules du carcinome endométrial. Les voies d'activation de l'ocytocine 
ne sont pas encore clairement établies encore à ce jour. Dans cette section, nous avons 
documenté l'implication de la voie de PI 3-KI Akt dans la réponse à l'ocytocine, de 
même que démontrer que les voies de ERKI/2 et PKC sont impliquées dans le processus 
d'invasion observé. 
4.2 Matériel et Méthodes 
4.2.1 Immunobuvardage de type Western Blot 
Les cellules traitées sont lysées dans un tampon RIPA froid (PBS IX pH 4; 1 % 
Nonidet PAO; 0,5 % Sodium deoxycholate; 0,1 % SDS) contenant des inhibiteurs de 
protéases (Complete, Roche, Laval, Quebec, Canada), soumises à trois cycles gel-dégel 
suivi d'une centrifugation (16,100 g, 20 min à 4°C) afin de retirer le matériel insoluble. 
Les protéines cellulaires sont ensuite dosées (Bio-Rad DC Protein Assay (Bio Rad, 
Mississauga, ON, CA)) puis chauffées afin de les dénaturer (95°C, 3 min). Les protéines 
(35 - 50 flg) sont séparées sur des gels 8-15 % SDS-PAGE et transférées sur des 
membranes de nitrocellulose (15 V, 30 min) avec un appareil de transfert serni-sec de 
Bio-Rad. Les sites non spécifiques de la membrane sont bloqués par du PBS-T (PBS IX, 
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Tween 20 0,06 %) contenant 5 % de lait écrémé, pendant 1 heure à la température 
ambiante. La membrane est incubée toute la nuit avec le premier anticorps à 4°C sous 
agitation (111000 pour OTR). La membrane est lavée 3 fois avec du PBS-T puis mise en 
contact avec l'anticorps secondaire couplé à la péroxydase "horseradish" anti-Iapin ou 
anti-souris pour 45 minutes à température ambiante. La détection est effectuée avec le 
substrat SuperSignal West Femto (Pierce, Arlington Heights, IL) selon les indications 
fournies par le manufacturier. 
4.2.2 Test de prolifération au MTT 
Les cellules sont ensemencées dans une plaque de 96 puits à une densité de 
1 X 104 cellules par puit afin d'obtenir une confluence de 80 % du tapis cellulaire après 
une nuit d'incubation à 37°C, 5 % CO2/air. Les cellules sont ensuite cultivées pendant 
24, 48 et 72 heures avec un milieu de culture additionné ou non des différentes 
concentrations d'ocytocine (0 ; 0,01 ; 0,1 ; 1 et 10 f,tM) à 37°C. Le sel de tétrazolium 
MTT (10 f,tL de 5 mg/mL de bromure de 3-(4,5-diméthylthiazole-2-yl)-2,5-diphényle 
tétrazolium (Sigma) dans du tampon phosphate (PBS» est ajouté à chacun des puits 
3,5 heures avant la fin de la période d'incubation. Les cellules vivantes actives 
convertissent alors le sel de tétrazolium Gaune) en précipité bleu, le formazan (blue 
thiazol). À la fin de la période d ' incubation, la conversion du sel de tétrazolium est 
stoppée par l'ajout de 100 f,tL de solution de solubilisation (10 % dodécylsulfate de 
sodium (SDS), 0,1 % HCL) dans chaque puit. La microplate est incubée toute la nuit, à 
37°C, afin de permettre la complète dissolution du formazan. La lecture des absorbances 
est ensuite effectuée avec le FluoStar Optima Reader (BMG Laboratories, Durham, NC) 
à 600 nm. Le pourcentage de cellules prolifératives a été établi par le rapport des 
absorbances des cellules traitées versus celles des cellules non-traitées. Les expériences 
ont été effectuées 3 fois, en duplicata. 
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4.2.3 Test d'invasion avec Matrigel 
Les propriétés invasives des cellules Hec-l-A traitées avec de l'ocytocine ont été 
déterminées à l'aide de chambres d'invasion perméable avec une membrane de 
polycarbonate avec des pores de 8 !lm (Transwell® Permeable support, Costar 3432, 
Corning, USA) recouverte de 2 mg/mL de BD Matrigel Low ™ dilué 1 :5 dans du milieu 
de culture frais sans sérum. Les cellules ont été pré-traitées pendant une heure en 
présence ou l'absence d'inhibiteurs (20 !lM de LY294002, 10 !lM PD98059, 10 !lM 
SB203580, 10 !lM KT5720 ou 2 !lM de chelerythrine chloride) suivi d'un traitement de 
24 heures à 1 !lM d'OT. Puis les cellules ont été récoltées, lavées puis resuspendues 
dans leur milieu de culture sans sérum. Les chambres inférieures sont remplies de 
600 !lL du milieu de culture frais contenant 5 % de sérum bovin avec ou sans 1 !lM 
d'OT tandis que 1 X 105 cellules ont été ajoutées dans la chambre supérieure. Les 
plaques ont été incubées pendant 24 heures à 37 oC. Après la période d'incubation, les 
cellules invasives ont atteints et adhérées à la membrane poreuse tandis que les cellules 
non-invasives à la surface du filtre ont été retirées. Les cellules invasives ont été fixées 
avec du méthanol et le marquage nucléaire a été exécuté avec du Hoescht 33258 suivi 
d'une analyse densitométrique. Les essais sont exécutés en duplicata. 
4.2.4 Marquage nucléaire au Hoescht 
Les cellules traitées sont récoltées, lavées et resuspendues dans 1 !lg/mL de 
Hoescht 332258 (Sigma) dans 10 % de formaline puis incubées pour 24 heures à 4°C 
avant le comptage aveugle des cellules sous microscope à fluorescence (Olympus 
BX60). Pour chaque échantillon, un décompte de 300 cellules a été exécuté et le 
pourcentage des cellules apoptotiques calculé comme le ratio du nombre de cellules 
apoptotiques sur le nombre total de cellules comptées. 
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4.3 Résultats 
4.3.1 Présence du récepteur à l'ocytocine dans différentes lignées du cancer 
endométrial 
Lors de notre étude sur l'ocytocine, nous avons déterminé la présence du récepteur 
à l'ocytocine (OTR) dans quelques lignées cellulaires du cancer endométrial (Figure 
4.1). Hec-l-A, KLE et EN-1078D sont des lignées cellulaires dérivées 
d'adénocarcinomes endométriaux pauvrement différenciés tandis que les lignées 
RL-95-2 et Ishikawa proviennent respectivement d'adénocarcinomes modérément et 
bien différenciés. À l'aide de l'analyse de type Western blot, nous avons établi que seule 
la lignée KLE n'exprime pas OTR suggérant que le récepteur est largement distribué 
dans les carcinomes endométriaux et ce, à différents degrés de différenciation cellulaire. 
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Figure 4.1: Présence du récepteur OTR dans différentes lignées du cancer 
endométrial humain. 
A) L'expression du récepteur a été détectée par analyse de type Western 
Blots. La ~-actine est utilisée comme contrôle de normalisation de la 
quantité de protéines déposée sur le gel. B) L'analyse densitométrique des 
résultats obtenus en A. Les résultats graphiques représentent la moyenne 
± E.T. de trois expériences indépendantes. 
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4.3.2 L'effet de l'ocytocine sur la prolifération cellulaire dans différentes lignées 
du cancer endométrial 
Il a été rapporté que l'ocytocine pouvait avoir un effet inhibiteur sur la croissance 
des cellules du carcinome endométrial via son récepteur OTR (Cassoni et al., 2000). 
Nous avons donc examiné l'effet de l' ocytocine sur la prolifération de nos différentes 
lignées du cancer endométrial exprimant le récepteur OTR en utilisant le test de 
prolifération au MTT (Figure 4.2) . 
Nous avons observé que les cellules des lignées RL-95-2, Ishikawa et EN-1078D 
sont résistantes, tout comme les Hec-l-A (publié), à l'effet inhibiteur de l'ocytocine sur 
la croissance cellulaire et ce même après une exposition de 72 heures à une 
concentration de 10 /lM d'OT. 
A) a) 
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Figure 4.2: L'ocytocine n'a pas d'effet sur la prolifération des cellules du cancer 
endométrial. 
L'effet régulateur de l'ocytocine sur la prolifération cellulaire a été évalué 
par le test de prolifération MTT sur les lignées RL-95-2, Ishikawa et EN-
1078D. Les cellules ont été soumises à différentes doses d'ocytocine 
(0; 0,01; 0,1; 1 et 10 /lM) pour 24h (A), 48h (B) et 72h (C). Les résultats 
graphiques représentent la moyenne ± E.T. de quatre expériences 
indépendantes statistiquement non significatives; p > 0,05. 
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4.3.3 L'ocytocine augmente l'invasivité cellulaire via l'activation de la voie de 
PI3-K 
Nous avons investigué l'effet de l'OT sur l'invasivité des cellules de la lignée 
Hec-l-A qui expriment peu de propriétés invasives dans des conditions basales. Nous 
avons obtenu une augmentation de l'invasion de 46 % et 22 % des cellules Hec-l-A, 
après 24 heures d'exposition à 1 et 10 !lM d'OT respectivement (Figure 4.3 A). Parce 
que l'activation de ERK/MAPKinase, de PKA, et de PI 3-K peuvent être impliqués dans 
la réponse à l'OT (Cassoni et al. , 2000; Krishnaswamy et al., 2010), nous avons émis 
l'hypothèse qu ' au moins une de ces voies pourrait être impliquée dans l'augmentation 
de l' invasivité des cellules de Hec-l-A. Nous avons donc procédé à de nouveaux tests 
d'invasions avec Matrigel en traitant préalablement les cellules avec des inhibiteurs 
pharmacologiques. Nous avons utilisé comme inhibiteur de PI 3-K le LY294002 
(20 !lM), le PD98059 (10 !lM) comme inhibiteur de MEK, le SB203580 (10 !lM) 
comme inhibiteur de p38 MAPK ainsi que le KT5720 (10 !lM) pour le PKA (Figure 
4.3 B). Seul le LY294002, l'inhibiteur spécifique de PI 3-K, a réussi à bloquer 
totalement l'invasion des cellules Hec-l-A induite par l'OT (l !lM) comparativement 
aux inhibiteurs de p38 MAPK (SB203580) et du PKA (KT5720). En ce qui concerne, 
l'inhibition de la voie de MEK par le PD98059, nos résultats révèlent une diminution de 
l'invasion de 46 % suggérant une participation de cette voie dans la réponse à 
l' ocytocine. 
Dans les cellules endométriales, la phosphorylation d'Akt est un indicateur de 
l'activation de la voie de PI 3-K (St Germain et al., 2004a). Chez les cellules de la lignée 
Hec-l-A, dans des conditions basales, la phosphorylation d'Akt est peu ou pas 
détectable indiquant une voie de PI 3-K inactive. Nous avons donc vérifié que l'OT 
activait bel et bien cette voie (Figure 4.3 C-D). Ainsi, on peut constater que l'OT 
n'affecte pas vraiment l'expression de la protéine Akt mais entraîne plutôt sa 
phosphorylationlactivation. Ces résultats indiquent que l' OT confère des propriétés 
invasives aux cellules du carcinome endométrial en partie via l'activation de la voie de 
PI3-K/Akt. 
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Figure 4.3: L'invasivité des cellules de Hec-l-A en réponse à l'ocytocine est 
augmentée via la voie de PI 3-K/Akt. 
L'invasivité des cellules Hec-l-A en réponse a l' OT a été déterminé à 
l'aide du test d'invasion avec Matrigel A) sans prétraitement à 1 et 10 ~M 
d'OT pendant 24 heures ou B) les cellules ont été prétraitées pendant 1 
heure avec soit 20 ~M de L Y294002, 10 ~M de PD98059, 10 ~M de 
SB203580 ou 10 ~M de KT5720 avant d'ajouter 1 ~M d' OT pour 24 
heures. Les résultats graphiques représentent la moyenne ± E.T. de trois 
expériences indépendantes statistiquement significatives. * p < 0,05. C) 
L'activation de PI 3-KlAkt en réponse à l'OT a été déterminée par 
analyses de type Western Blots via la phosphorylation d'Akt suite à une 
exposition de 24 heures à 1 et 10 ~M d'OT. La ~-actine est utilisée 
comme contrôle de normalisation de la quantité de protéines déposée sur 
le gel. D) L'analyse densitométrique des résultats obtenus en C. Les 
résultats graphiques représentent la moyenne ± E.T. de trois expériences 
indépendantes statistiquement significatives. * p < 0,05. 
139 
4.3.4 L'ocytocine régule l'expression de la famille des Bcl-2 dans les cellules du 
carcinome endométrial 
Il a été rapporté que la voie que la protéine Akt peut réguler l'expression de Bel-2 
(Pugazhenthi et al., 2000; Rouette et al., 2012). Nous avons donc documenté si la 
réponse des cellules Hec-l-A à l'ocytocine implique cette voie. Nous avons observé que 
l'ocytocine n'influence pas l'expression de la protéine Bel-2 tel qu'attendu mais 
augmente la phosphorylation de sa thréonine 56 et de sa sérine 70, deux sites de 
phosphorylation impliqués dans les fonctions antiapoptotiques de la protéine (Figure 
4.4 A, B). Dans les mêmes conditions, les protéines Bel-XL et Mel-l voient aussi leurs 
expressions augmenter (Figure 4.4 C, D, E, et F). L'expression de pBel-2 Ser70, Bel-XL 
ainsi que Mel-l est optimale à 1 !lM d'OT. La réponse obtenue par pBel-2 Thr56 et 
pBel-2 Ser70 à 10 !lM d'OT suggère un processus de régulation différent pour les deux 
sites de phosphorylation dans notre modèle. Finalement, ces résultats démontrent que la 
voie de Bel-2 est impliquée dans la réponse à l' OT chez les cellules du carcinome 
endométrial Hec-l-A. 
4.3.5 L'ocytocine induit l'activation de la caspase-3 chez les cellules du carcinome 
endométrial 
Akt peut aussi phosphoryler et bloquer l'activation de plusieurs protéines 
pro-apoptotiques tel que Bad (Hayakawa et al., 2000). Nous avons donc examiné la 
régulation de la phosphorylation de Bad en réponse à l'OT dans les cellules du 
carcinome endométrial Hec-l-A. Bad qui est exprimé constitutivement chez les cellules 
Hec-l-A voit son expression augmenter dramatiquement surtout lorsque les cellules sont 
exposées à 10 !lM d'OT (Figure 4.5 A, B). Aussi, nous avons observé que la 
phophorylation de Bad sur la Serl36 diminue aussi radicalement à cette concentration 
d'OT malgré l'activation d'Akt, suggérant l'intervention d'une autre voie de 
signalisation ou d'un mécanisme d'inhibition. Suite à ces résultats, nous avons suspecté 
qu'un processus apoptotique était initié en réponse à l'OT. Bien que l'OT augmente le 
niveau de caspase-3 elivé chez les cellules Hec-l-A (Figure 4.5 C, D) aucun elivage de 
PARP n' a été observé ni d'augmentation significative du nombre de cellules 
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apoptotiques (Figure 4.5 E) suggérant que la VOle de signalisation apoptotique est 
perturbée en aval de la caspase-3 effectrice. 
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Figure 4.4: Les effets de l'ocytocine sur la voie de Bcl-2 chez les cellules du 
carcinome endométrial Hec-I-A. 
L' effet de l'OT sur la protéine Bel-2 et sa phosphorylation (A), sur 
Bel-XL (C) et Mel-l (E) a été déterminé par analyses de type Western 
Blots suite à une exposition de 24 heures à 1 et 10 !lM d'OT. La ~-actine 
est utilisée comme contrôle de normalisation de la quantité de protéines 
déposée sur le gel. Alors que B, D et F représentent les analyses 
densitométriques des résultats obtenus en A, C et E. Les résultats 
graphiques représentent la moyenne ± E.T. de trois expériences 
indépendantes statistiquement significatives. * p < 0,05. 
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Figure 4.5: L'ocytocine induit l'activation de la caspase-3 chez les cellules du 
carcinome endométrial Hec-l-A sans atteindre l'apoptose. 
L'effet de rOT sur la protéine Bad et sa phosphorylation (A, B), sur la 
caspase-3 clivée et PARP clivé (C, D) a été déterminé par analyses de 
type Western Blots ou par le marquage nucléaire au Hoescht (E) suite à 
une exposition de 24 heures à 1 et 10 /-lM d'OT. La B-actine est utilisée 
comme contrôle de normalisation de la quantité de protéines déposée sur 
le gel. Les résultats graphiques représentent la moyenne ± E.T. de trois 
expériences indépendantes statistiquement significatives. * p < 0,05. 
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4.3.6 L'expression des lAPs est augmentée en réponse à l'ocytocine 
Les lAPs (inhibitors of apoptosis) peuvent bloquer la voie pro-apoptotique des 
caspases en se liant et inhibant l' activité des caspases effectrices (Deveraux et al. , 1998). 
Nous avons donc caractérisé l'expression des lAPs en réponse à l'ocytocine chez les 
cellules Hec-l-A. XIAP, clAP-l et clAP-2 sont exprimées constitutivement et sous 
l'effet de l'ocytocine leurs expressions augmentent dramatiquement (Figure 4.6). Alors 
que XIAP atteint son expression maximale à 1 !lM, clAP-l et c1AP-2 voient leurs 
expressions augmenter d'une façon dose-dépendante. Ces résultats suggèrent que les 
lAPs, plus particulièrement clAP-l et clAP-2, pourraient être impliquées dans 
l'inhibition tardive de la signalisation apoptotique induite par l'ocytocine alors que 
XIAP pourrait aussi jouer un rôle crucial dans l' invasivité. 
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Figure 4.6: L'ocytocine augmente l'expression des lAPs chez les cellules Hec-I-A. 
(A) L'effet de l' OT sur XIAP, c1AP-2 et clAP-2 a été déterminé par 
analyses de type Western Blots suite à une exposition de 24 heures à 1 et 
10 !lM d'OT. La ~-actine est utilisée comme contrôle de normalisation de 
la quantité de protéines déposée sur le gel. Les résultats graphiques 
représentent la moyenne ± E.T. de trois expériences indépendantes 
statistiquement significatives. * p < 0,05. 
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4.3.7 PKC est impliqué dans l'augmentation de l'invasivité en réponse à 
l'ocytocine chez les cellules du carcinome endométrial 
Il a été démontré que PKC pouvait être impliqué dans l'augmentation de 
l'invasivité des cellules endométriales, dans la régulation de Bc1-2 et dans des 
mécanismes de résistance à divers agents apoptotiques (Rouette et al., 2012; Van 
Themsche et al., 2007; Van Themsche et al., 2008). Nous avons donc examiné si 
l'augmentation de l' invasi vité des cellules Hec-l-A suite à l'exposition à l'ocytocine 
pouvait impliquer l'activation de PKC. Les résultats ont démontré que l'inhibiteur de 
PKC, le chelethrine chloride, a totalement bloqué l'invasion des cellules soumises à 
1 !-lM d'OT pendant 24 heures (Figure 4.7). Ces résultats indiquent que l'OT confère des 
propriétés invasives aux cellules du carcinome endométrial via l'activation de la PKC. 
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Figure 4.7: L'invasivité des cellules de Hec-l-A en réponse à l'ocytocine est 
dépendante de l'activation de PKC. 
L'invasivité des cellules Hec-l-A en réponse à l'OT a été déterminé à 
l'aide du test d'invasion avec Matrigel. Les cellules ont été prétraitées 
pendant 1 heure en présence ou en absence de 2 !-lM de chelethrine 
chloride (c.e.) avant d'ajouter 1 !-lM d'OT pour 24 heures. Les résultats 
graphiques représentent la moyenne ± E.T. de trois expériences 
indépendantes statistiquement significatives. * p < 0,05. 
CHAPITRE V 
DISCUSSION GENERALE 
5.1 Discussion et perspectives futures 
5.1.1 La caractérisation d'un nouveau modèle d'études: EN-1078D 
En Amérique du Nord, le cancer de l'endomètre occupe le premier rang des 
cancers gynécologiques à survenir chez la femme. Statistiquement au Canada, en 2012, 
cela représente 5300 nouveaux diagnostiques et environ 900 décès (Société Canadienne 
du Cancer et al., 2012). Considéré comme un cancer hautement curable lorsqu'il est 
diagnostiqué tôt, la présence de métastases diminue les chances d' y survivre à moins de 
20 % (Jemal et al., 2010). Afin d'améliorer les traitements pour ces patientes, une 
meilleure compréhension des facteurs impliqués dans le phénotype métastasique du 
carcinome endométrial est donc nécessaire ainsi que le développement de nouveaux 
modèles d'études. Bien que quelques lignées cellulaires du carcinome endométrial soient 
disponibles pour des études in vitro (Kuramoto et al., 1972; Nishida, 2002; Way et al., 
1983) et que certaines ont démontré leur capacité à former des tumeurs et/ou des 
métastases in vivo, très peu de lignées du cancer endométrial dérivent directement de 
cellules métastasiques (DA WE et al., 1964; Richardson et al., 1984). Cette constatation 
nous a conduit à caractériser EN-1078D, une nouvelle lignée alors fraîchement établie 
du carcinome endométrial qui présentait des attibuts particuliers soient d'avoir été isolée 
à partir d'une métastase ovarienne, d'être particulièrement invasive et pauvrement 
différenciée. 
5.1.1.1 Le potentiel invasif et métastatique de la lignée EN-1078D 
L'origine utérine des métastases ovariennes a été déterminée par des études 
histologiques et immunohistochimiques qui ont permis d'écarter la possibilité d'un 
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cancer pnmaire du côlon, du sem ou du col de l'utérus ayant métastasé à l'ovaire 
(Miller, 2011; Mittal et al., 2008). Afin d'évaluer les propriétés invasives in vitro de la 
nouvelles lignée, nous avons utilisé un test d'invasion avec Matrigel et déterminé 
l'expression de quelques métalloprotéases matricielles communément appelées MMPs 
(Matrix metalloproteinases) normalement impliquées dans le processus métastatique. 
Nos résultats ont démontré qu'effectivement les cellules de la lignée EN-1078D sont 
invasives dans des conditions expérimentales et qu'elles expriment constitutivement 
l'ARNm de la MMP-2 et de son activateur la MMP-14 ainsi que de très bas niveau des 
inhibiteurs des MMPs, les TIMP-l et TIMP-2, ce qui serait consistant avec un 
carcinome endométrial hautement invasif (Ferguson et al., 2004). L'équipe de Graesslin 
(Graesslin et al., 2006) a démontré aussi qu'il existait une corrélation entre de bas 
niveaux d' expression de TIMP-2 et l'invasion métastatique du myomètre, de l'espace 
lympho-vasculaire et des ganglions lymphatiques avoisinants. 
Bien qu'une grande partie de l'étude métastatique se déroule avec des modèles in 
vitro, la nature du processus métastatique requière aussi l'utilisation de système 
biologique plus complexe tel que le modèle animal. Nous avons ainsi documenté la 
tumorigénicité de la nouvelle lignée en procédant à des xénogreffes sous-cutanées chez 
des souris nude. Toutes les souris nude sans exception ont développé de grosses tumeurs 
avec un volume minimal de 350 mm3 après 8 semaines d'inoculation et aucune 
métastase macroscopique n'a été observée à la rate, aux poumons ou au foie lors de la 
nécropsie. Ceci ne suggère aucunement que les cellules de EN-1078D ne sont pas aptes 
à la métastasie dans un hôte animal mais seulement que la méthode d'inoculation 
sous-cutanée n'est pas adaptée pour cette réponse. La méthode standard, bien qu'elle 
exige des compétences considérables, consiste à injecter les cellules tumorales 
directement dans la circulation systémique via la veine latérale située dans la queue des 
souris afin que les cellules aux propriétés métastatiques colonisent les poumons (Khanna 
and Hunter, 2005; Hatakeyama et al., 2010). Afin de pouvoir déterminer si la lignée 
EN-1078D est un bon modèle métastatique in vivo chez l'animal, il serait nécessaire de 
reprendre des essais d'injections intraveineuses. De par sa provenance, le caractère et les 
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propriétés métastatiques de ce carcinome endométrial chez l'humain ne font 
certainement aucun doute. 
5.1.1.2 La présence des récepteurs stéroïdiens sexuels chez les cellules de la lignée 
EN-1078D 
Dans l'endomètre normal, les hormones stéroïdiennes contrôlent la progression du 
cycle menstruel. Les oestrogènes stimulent la prolifération de l'épithélium glandulaire -
qui est le plus fréquemment impliqué dans le cancer endométrial - alors que la 
progestérone contrecarre l'effet des oestrogènes. L'équilibre entre l'activité des 
oestrogènes et de la progestérone doit donc être minutieusement maintenu car la 
surexposition aux oestrogènes ou la perte de l'activité antagoniste de la progestérone 
stimulent l'oncogénèse (Yang et al., 2011). Les récepteurs stéroïdiens sexuels jouent 
donc un rôle crucial dans le développement du cancer de l'endomètre. Les cellules de la 
nouvelle lignée EN-1078D expriment les deux récepteurs à l'œstrogène, c'est à-dire 
ERa et ER~, alors que la plupart des lignées du cancer endométrial disponibles 
actuellement expriment seulement un seul type de ces récepteurs. Aussi, les cellules EN-
1078D expriment seulement le récepteur à la progestérone de type B (PR-B) qui est un 
puissant agent de régulation de la prolifération (Gao et al., 2000; Vegeto et al., 1993). 
L'expression du PR-B seul est retrouvée seulement chez les cellules tumorales et est 
caractéristique d'une tumeur de grade avancé (Arnett-Mansfield et al., 2001). Une étude 
de Fujimoto et Ishigo (Fujimoto et al., 1997) a rapporté que dans toutes les lésions 
métastatiques du cancer endométrial, l'ARNm de PR-B était majoritairement exprimé 
alors que celui de PR-A était supprimé, ce qui est en accord avec nos résultats. La perte 
de l'activité antagoniste de la progestérone dans le cancer de l'endomètre (Vegeto et al., 
1993) jumelée avec l'expression de certaines MMPs pourrait être reliée au potentiel 
métastatique des cellules EN -1078D. Avec la présence des trois types de récepteurs 
stéroïdiens sexuels fonctionnels, la lignée EN-1078D peut être un modèle intéressant 
pour étudier l'influence des hormones sexuelles sur le phénotype métastatique. 
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5.1.1.3 L'étude des mutations dans la nouvelle lignée EN-1078D 
Les mutations les plus fréquemment observées dans les cancers endométriaux sont 
celles affectant K-Ras dans 10 à 30 % des cas (Sherman, 2000), PTEN dans 
approximativement 50 % des cancers endométriaux (Risinger et al., 1997; Risinger et 
al.; Tashiro et al., 1997) et l'amplification de Her-2/neu qui est retrouvée dans 12 à 22 % 
des tumeurs (Mariani et al., 2005) (Deligdisch and Holinka, 1987). 
Plusieurs études ont rapporté que la majorité des mutations à survenir chez K-Ras 
affectent le codon 12 avec une transversion d'une guanine (G) par une thymine (T) 
comme celle retrouvée chez les cellules EN-1078D. Cette mutation survient 
principalement chez la population Nord-Américaine (Cho et al., 1997). Les mutations de 
K-Ras sont aussi présentes dans les hyperplasies de l'endomètre suggérant que 
l'activation de K-Ras représenterait un évènement à survenir très tôt dans le 
développement du cancer endométrial (Enomoto et al., 1991). Les mutations de 
l'oncogène Ras entraînent une croissance cellulaire autonome (Barbacid, 1987) en 
augmentant l'activité transcriptionnelle du récepteur ER qui est normalement induit par 
les oestrogènes et le tamoxitène (Bunone et al., 1996; Kato et al., 1995). Il existerait une 
corrélation significative entre l'expression des récepteurs à la progestérone, qui sont 
ER-dépendants, et les mutations activatrices de K-Ras suggérant que l'augmentation de 
l'activité de ER suite à sa phosphorylation par l'activation mutationnelle de la cascade 
Ras-MAPK pourrait être un des mécanismes responsable de l'indépendance aux 
hormones que développent certains cancers de l'endomètre (Niederacher et al., 1999). 
Nous avons identifié deux sites de mutations du gène PTEN dans le domaine 
C-terrninal chez les cellules de la nouvelle lignée EN-1078D. Ce domaine, dans lequel 
plus de 43 % des mutations de PTEN survient, contient plusieurs sous-domaines très 
importants qui sont communs avec d'autres molécules de signalisations (Waite and Eng, 
2002). Le domaine C2 est associé avec une région qui se lie aux phospholipides (Lee et 
al., 1999) et qui a été identifié chez plusieurs protéines impliquées dans la transduction 
de signaux et dans la localisation membranaire (Rizo and Sudhof, 1998). La queue en 
C-terrninale contient aussi une séquence PEST qui est critique pour la stabilité de la 
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protéine PTEN (Georgescu et al., 1999). Cette séquence est retrouvée chez les protéines 
qui possèdent une courte demi-vie intracellulaire et agirait probablement comme un 
signal pour la dégradation de la protéine. Paradoxalement, la délétion de cette séquence 
diminue l'expression de la protéine PTEN plutôt que d'augmenter son temps de 
demi-vie. Nos analyses ont révélé que cette séquence contient une mutation chez les 
cellules EN-1078D. PTEN antagonise la voie de signalisation de PI 3-K/Akt en 
déphosphorylant le PIP3 (phosphatidylinositol (3,4,S)-triphosphate) ce qui diminue la 
translocation d'Akt vers la membrane cellulaire et subséquemment son activation. 
L'expression de PTEN dans les cellules diminue donc les niveaux de phospho-Akt, qui 
est la forme active d'Akt, et augmente l'apoptose (Davies et al., 1998; Myers et al., 
1998). Les lignées du cancer endométrial qui possèdent un PTEN muté telles que les 
lignées bien connues RL-9S-2 et Ishikawa, expriment beaucoup phospho-Akt (Gagnon 
et al., 2003; St Germain et al., 2004b; St Germain et al., 2004a). Cependant, la nouvelle 
lignée EN-1078D exprime peu ou pas du tout de phospho-Akt malgré la présence d'un 
PTEN muté ce qui suggère que la simple mutation de PTEN dans cette lignée n'est pas 
suffisante pour l'activation constitutive d'Akt. 
L'amplification du gène Her-2/neu est associée à la progression tumorale et 
l'invasion locale dans le cancer de l'endomètre (Choudhury and Kiessling, 2004; Hetzel 
et al., 1992; Lazar et al., 1998; Rolitsky et al., 1999). La surexpression de pl8Sneu , qui 
est une protéine codée par le gène Her-2/neu, serait impliquée dans la chimiorésistance 
en activant les voies de PI 3-K/Akt et NF-kB (Zhang et al. , 2011). Également, un lien 
entre le niveau d'amplification du gène et/ou la surexpression de sa protéine avec un 
grade avancé et un cancer invasif a été maintes fois rapporté (Jimenez et al., 2001; Kolla 
et al., 2008; Tsai et al., 1996). Lors de notre analyse cytogénétique le gène Her-2/neu, 
situé sur le chromosome 17, ne s'est pas révélé être amplifié dans les cellules EN-1078D 
avec une seule copie du gène présent par chromosome. Toutefois, l'activité des facteurs 
de transcriptions peut résulter en une surexpression de la protéine de Her-2/neu même en 
l'absence d'amplification du gène. Aussi, ayant constaté que la proportion de cellules de 
la lignée présentant une trisomie du chromosome 17 augmente dans le temps, passant de 
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10 à 48 % après 20 passages, il pourrait être pertinent alors d'évaluer l'expression de la 
protéine p18Sneu par simple analyse de type Western Blots. 
Afin de compléter le tableau des mutations les plus fréquemment retrouvés dans 
les carcinomes endométriaux, il serait bien éventuellement de procéder au séquençage 
de pS3 de la nouvelle lignée. pS3 agit comme un facteur de transcription en réponse à 
divers stress cellulaires afin de réguler les gènes qui induisent l'arrêt du cycle cellulaire 
pour permettre la réparation de l'ADN ou pour déclencher le processus apoptotique. Les 
mutations du suppresseur de tumeur pS3, qui est considéré comme le gardien du 
génome, sont les altérations moléculaires les plus communes dans tous les types de 
cancers chez l'humain et sont retrouvées selon le grade de la maladie dans environ 4 à 
49 % des carcinomes endométriaux (Lee et al., 2010; Berchuck et al., 1994). 
5.1.1.4 La résistance aux agents chimiothérapeutiques communément utilisés dans le 
traitement du cancer endométrial 
La nouvelle lignée EN-1078D est issue d'un adénocarcinome endométrial de stade 
III C, c'est à-dire une tumeur qui a envahit complètement le corps et le col de l'utérus, 
les trompes de Fallopes ainsi que les tissus avoisinants dans la région pelvienne tels que 
les ganglions lymphatiques et a complètement remplacé les ovaires. C'est un cancer de 
grade 3, c'est à-dire un cancer pauvrement différencié avec plus de SO % des cellules qui 
sont anormales et qui se multiplient rapidement (Rahaman and Cohen, 2006). Dans des 
conditions de laboratoires, cette lignée double sa population de cellules en moyenne 
toutes les quinze heures. C'est donc une lignée provenant d'un cancer avancé et agressif. 
Nous avons donc été surpris de constater que les cellules EN-1078D sont sensibles aux 
deux agents chimiothérapeutiques les plus couramment utilisés dans le traitement du 
cancer de l'endomètre: le cisplatine et la doxorubicine. Brièvement, ces deux composés 
causent des dommages à l'ADN, le cisplatine en créant des liens covalents entre les 
bases guanines et/ou adénines inhibant ainsi la réplication de l'ADN, entraînant l'arrêt 
du cycle cellulaire en O2 et/ou la mort cellulaire (Sorenson et al., 1990) tandis que la 
doxorubicine inhiberait entre autre la topoisomérase II, enzyme nécessaire à la topologie 
et réparation de l'ADN (Burden and Osheroff, 1998). Des études ont constaté qu'il 
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pourrait exister une certaine causalité entre la chimiorésistance des cellules avec la durée 
de la phase S et le temps de doublement des cellules cancéreuses (Guo et al., 2008; Tsai 
et al., 1996). Ainsi selon ces études, la chimiosensibilité des cellules de EN-1078D 
observée en présence des deux agents anticancéreux étudiés pourrait être favorisée par le 
fait que les cellules de cette lignée se répliquant rapidement leur phase S du cycle 
cellulaire est raccourcie diminuant par conséquent leur capacité de réparer les dommages 
causés à l'ADN comparativement à d'autres lignées dont la prolifération est moins 
rapide. 
Plus concrètement, de nombreuses études ont démontré que la VOle de 
signalisation de PI 3-KI Akt était impliquée dans la résistance aux agents 
chimiothérapeutiques (Gagnon et al., 2004; Gagnon et al., 2008; Clark et al. , 2002; 
Knuefermann et al., 2003). La résistance à ces agents serait en partie attribuable à de 
haut niveau de phosphorylationlactivation de la protéine Akt. Lors de la caractérisation 
de notre lignée, nous avons donc examiné le niveau de phosphorylation de cette 
protéine. Nos résultats ont démontré que la lignée EN-1078D exprime peu ou pas du tout 
de phospho-Akt malgré la présence d'une protéine PTEN mutée. L'absence de 
phosphorylation de la protéine Akt aurait peut-être pu expliquer en partie la 
chimiosensibilité des cellules EN-1078D comparativement à d' autres lignées mais 
l'étude de Gagnon et al. (Gagnon et al., 2008) a démontré que les cancers de 
l'endomètre de grade III, pour une raison encore inconnue, expriment peu ou pas du tout 
de phospho-Akt, ce qui abonde dans le même sens que nos résultats. Considérant ces 
faits, la lignée EN-I078D pourrait s'avérer un outil très intéressant afin de mieux 
comprendre les mécanismes de la perte de la phosphorylation d'Akt et de la 
chimiorésistance dans les cancers de l'endomètre de grade III. 
5.1.2 Le rôle de l'ocytocine dans l'invasion des cancers endométriaux 
L'ocytocine est une petite hormone classiquement connue pour son rôle dans les 
fonctions reproductives (parturition, allaitement, développement du comportement 
sexuel et maternel) (Blanks and Thornton, 2003; Chandrasekher and Fortune, 1990; 
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Einspanier et al., 1995; Einspanier et al., 1997; Flint et al., 1994; Gimpl and Fahrenholz, 
2001; Kiss and Mikkelsen, 2005) mais de récentes découvertes suggèrent que 
l'ocytocine pourrait aussi être impliquée dans une grande variété de processus 
physiologiques. En effet, le récepteur de l'ocytocine a été identifié dans plusieurs 
organes périphériques (Blanks and Thornton, 2003; Frayne and Nicholson, 1998; Gimpl 
and Fahrenholz, 2001; Ivell et al., 1997; Jankowski et al., 1998; Lefebvre et al., 1992a; 
Lefebvre et al., 1992b) et dans une grande variété de cellules cancéreuses où l'OT 
pourrait réguler la prolifération cellulaire selon le type de cancer. L'OT est aussi connue 
pour être réguler par les oestrogènes (Richard and Zingg, 1990) et stimuler la production 
des prostaglandines plus particulièrement la PGE2 au niveau de l' épithelium glandulaire 
de l'endomètre (Asselin et al. , 1996; Copland et al., 1999b; Tithof et al., 2007). Nous 
nous sommes donc interrogés sur les possibilités que l'OT, au-delà de son effet 
prolifératiflinhibiteur, puisse être impliquée dans l'invasivité des cellules du cancer 
endométrial via la régulation de certains facteurs d'agressivité tumorales tels que 
COX-2/PGE2, PI 3-KlAkt et XIAP. 
5.1.2.1 La distribution du récepteur de l'ocytocine (OTR) 
Nous avons déterminé la présence du récepteur à l'ocytocine in vitro chez les 
différentes lignées du cancer endométrial usuelles dans notre laboratoire, c'est à-dire 
Ishikawa (bien différenciée, grade I), RL-95-2 (modérément différenciée, grade II) ainsi 
que Hec-1-A, KLE et la nouvelle lignée EN -1078D (pauvrement différenciées, grade 
III). Toutes les lignées analysées expriment abondamment le récepteur OTR à 
l'exception des cellules KLE. 
Nous avons aussi déterminé la présence du récepteur OTR in vivo, en utilisant des 
coupes de tissus à différents grades de la maladie mais aussi de tissus sains. Dans 
l'endomètre normal cyclé, le récepteur OTR est sous la régulation des hormones 
sexuelles stéroïdiennes et le récepteur est fortement exprimé au cours de la phase lutéale 
(Fuchs et al., 1985). Ce n'est donc pas surprenant que nous n'ayions observé aucun 
signal ou un signal très faible par la technique d'immunofluorescence, validé par la suite 
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par immunohistochimie, sur les échantillons de tissus d'endomètres normaux. Par 
contre, l'immunoréactivité du récepteur OTR était fortement exprimé dans les tissus 
tumoraux de grade l et II et un peu moins au niveau du grade III, ce qui est consistant 
avec nos observations chez les lignées cellulaires du cancer endométrial. Le récepteur 
OTR est exprimé plus particulièrement au niveau des cellules épithéliales et du 
compartiment glandulaire peu importe le grade, ce qui est cohérent avec un rôle pour le 
récepteur dans l'invasivité des cellules endométriales. Ces résultats démontrent que le 
récepteur OTR est largement distribué et suggèrent que sa présence pourrait jouer un 
rôle important dans la progression tumorale et la métastasie en présence d'ocytocine. 
5.1.2.2 L'effet de l'ocytocine sur la prolifération et l'invasion des lignées du cancer 
endométrial 
L'équipe de Cassoni (Cassoni et al., 2000; Cassoni et al., 2004) a rapporté que 
l'ocytocine pouvait inhiber la prolifération cellulaire des carcinomes endométriaux de 30 
à 52 % selon le temps d'exposition et la concentration d'OT utilisée et ce, sans induire 
de processus apoptotique. L'inhibition rapportée serait dose-dépendante. Cette étude 
ayant été réalisée à partir d'une seule lignée du carcinome endométrial, les cellules 
COLO-684, nous avons donc documenté l'effet de l'ocytocine sur la prolifération 
cellulaire sur nos différentes lignées possédant le récepteur OTR (Hec-l-A, RL-95-2, 
Ishikawa et EN-1078D). Contrairement aux résultats attendus, nous n'avons observé 
aucun effet significatif de l'ocytocine sur la prolifération de nos lignées même après 
72 heures d' exposition à des concentrations similaires de 10-8 M et 10-7 M d'OT. Bien 
que la méthodologie utilisée soit un peu différente entre les deux études, il est tout-à-fait 
plausible que la lignée COLO-684 soit simplement plus sensible à l'effet de l'ocytocine 
que les quatres lignées que nous avons analysées. Les cellules du carcinome endométrial 
humain sont donc résistantes à l'effet prolifératif ou inhibitif de l'ocytocine. 
Nous avons utilisé pour la suite de notre étude sur l'ocytocine les lignées Hec-l-A 
et Ishikawa qui sont couramment utilisées comme modèle du cancer de l'endomètre. Ces 
lignées qui sont évidemment positives pour le OTR sont également peu invasives dans 
des conditions basales et sont résistantes à plusieurs molécules pro-apoptotiques telles 
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que le TGF-~ et le TNF-a (Van Themsche et al., 2007; Van Themsche et al., 2008). 
Malheureusement, nous n'avons pas pu utiliser la lignée EN-1078D dans cette étude 
puisque ses cellules n'expriment aucun des récepteurs à la PGE2 (Sexton et al., 2006). 
Il a été rapporté que l' ocytocine pouvait stimuler la migration et l'invasion des 
cellules endothéliales humaines (Cassoni et al., 2006; Cattaneo et al., 2008). Nous avons 
donc examiné cette capacité de l'ocytocine et avons démontré, pour la première fois, que 
l'ocytocine pouvait effectivement induire l'invasion des cellules du cancer endométrial 
humain. Cependant, l'effet de l'ocytocine sur l'invasion n'est pas le même pour tous les 
types de tissus. Il a été rapporté que l'ocytocine pouvait inhiber la prolifération, la 
migration et l' invasion des cellules du cancer ovarien in vitro et in vivo (Morita et al., 
2004). Cette différence dans les résultats avec les cellules du cancer endométrial pourrait 
être spécifique au tissu mais aussI pourrait être attribuable aux doses différentes 
d'ocytocine utilisées entre les deux études. Aussi, il serait intéressant lors d'une 
prochaine étude d'évaluer in vivo l'invasivité induite par l'ocytocine chez les cellules 
cancéreuses de l'endomètre. 
5.1.2.3 Le rôle des cyclooxygénases et de la PGE2 dans l'invasion induite par 
l'ocytocine 
La cyclooxygénase-2 (COX-2 ou PTGS2) joue un rôle non seulement dans la 
maintenance de l'endomètre lors du cycle menstruel mais serait aussi impliquée dans la 
progression et l'invasion du cancer endométrial (Ohno et al., 2005). Nous avons donc 
examiné le rôle des cyclooxygénases et de la voie de PGE2-EP dans l'invasion induite 
par l'ocytocine dans les cellules du carcinome endométrial. TI est maintenant bien 
accepté que la production des prostaglandines (PGs) par les cellules épithéliales de 
l'endomètre, dans des conditions basales, est sous le contrôle de la cyclooxygénase-l 
(COX-l ou PTGS 1) qui est exprimée constitutivement tandis que la production de 
prostaglandines suite à une stimulation est tributaire de la COX-2 qui est induite (Parent 
et al., 2003). Nos résultats abondent dans ce sens avec l'expression constitutive de COX-
1 et très peu ou pas de COX-2 et de PGE2 dans des conditions basales chez les cellules 
du carcinome endométrial. En réponse à l'ocytocine, les deux isoformes des 
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cyclooxygénases ainsi que la production de PGE2 sont augmentées significativement. 
Ces résultats suggèrent que la production de PGE2 induite par l'ocytocine est régulée via 
l'augmentation de l'expression de COX-2 plutôt que par COX-l. De plus, nous avons 
démontré que l'ocytocine augmente l'invasion des cellules du carcinome endométrial 
par la production de PGE2 et via le récepteur EPI. 
L'augmentation de la COX-l en réponse à l'ocytocine, nous a quand même 
intrigué. Nous avons donc examiné la contribution de chacun des isoformes des 
cyclooxygénases dans l' invasion induite par l'ocytocine en utilisant des inhibiteurs 
pharmacologiques. Nos résultats démontrent que l'inhibition individuelle de chacun des 
deux isoformes COX-I et COX-2, est suffisante pour contrecarrer l'augmentation de 
l'invasion en réponse à l'ocytocine suggérant une action synergique entre les deux 
COXs. Lors de précédentes études dans notre laboratoire, nous avons démontré que la 
protéine Akt pouvait réguler l'expression de la COX-2 (St Germain et al., 2004b; St 
Germain et al., 2004a). Nous avons donc investigué si la stimulation des COXs par 
l'ocytocine impliquait la voie de signalisation de PI3-KlAkt. L'augmentation de 
l'expression des deux cyclooxygénases suite à l'exposition à l'ocytocine de même que 
l'invasion ont été inhibées par l'utilisation du L Y294002, qui est un inhibiteur de 
PI3-K. Aussi, nous avons noté que l'ocytocine induisait la phosphorylationlactivation 
d'Akt dans les cellules du cancer de l'endomètre, également inhibée par le L Y294002. 
Cela suggère fortement que la voie de PI 3-KlAkt joue un rôle central dans l' invasion 
des cellules endométriales en réponse à l'ocytocine. Finalement, il a été rapporté que la 
PGE2 stimulait la migration cellulaire via l'activation d'Akt (Buchanan et al. , 2003) 
évoquant la possibilité d'une action en boucle autocrine/paracrine de COX-2/PGE2/Akt 
dans notre système. 
L' implication de la VOle de COX-2/PGE2/MMP dans l'augmentation de la 
migration et l'invasion cellulaire a déjà été rapporté (Lee et al., 2007). Toutefois, ici 
nous démontrons non seulement que les deux isoformes sont requis pour l'augmentation 
de l'activité de la MMP-2 et la MMP-14 mais que les deux cyclooxygénases agissent de 
concert. Ainsi, la COX-I régule la MMP-14, qui est un des principaux activateurs de la 
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MMP-2 dans les tumeurs invasives (Mignon et al., 1995), alors que la COX-2 augmente 
l'expression de la MMP-2. À notre connaissance, c'est la première fois qu'une telle 
collaboration entre les deux isoformes des cyclooxygénases afin de réguler les MMP-2 
et MMP-14 est relatée. Une étude récente (Lau et al., 2010) a démontré que COX-l et 
COX-2 jouaient un rôle essentiel dans la migration et l'invasion induite par la 
gonadotrophine chez les cellules du cancer ovarien humain supportant nos propres 
conclusions à savoir que l'expression des deux isoformes des cyclooxygénases sont 
critiques pour les propriétés in vasi ves induites par l' ocytocine chez les cellules du 
carcinome endométrial. 
5.1.2.4 Le rôle de XIAP dans l'invasion induite par l'ocytocine 
Nous avons récemment rapporté l'implication de XIAP dans la régulation de 
l'invasion des cellules du cancer de l'endomètre exposées au TGF-~ (Van Themsche et 
al., 2007) révélant que XIAP pourrait être un facteur clé dans l'invasivité des cellules du 
carcinome endométrial. Nous avons donc envisagé un possible rôle pour XIAP dans 
notre système. Nos résultats ont démontré qu'effectivement l'ocytocine augmente 
l'expression de XIAP dans les cellules du carcinome endométrial et ce d'une façon 
COX-2 dépendante, ce qui est consistant avec l' activation de la voie de NF-K13 comme 
démontré par les travaux de St-Germain (St Germain et al., 2004b) et observé dans 
d ' autres types cellulaires (Xiao et al., 2001). De plus, nous avons aussi constaté que 
XIAP est essentiel pour induire l'invasion des cellules du carcinome endométrial qui ont 
été exposées à l'ocytocine. XIAP est une protéine ubiquitaire connue pour son rôle 
protecteur contre l'apoptose en se liant et inhibant la voie des caspases (Deveraux et al., 
1997). Bien qu ' aucun effet toxique ou apoptotique n'ait été rapporté suite à l'exposition 
à l'ocytocine (Casso ni et al., 2000), il n'est pas surprenant que l'inhibition de XIAP, par 
interférence ARN, augmente le nombre de cellules apoptotiques. Ainsi, nous ne pouvons 
pas totalement exclure la possibilité qu'une partie de la réduction de l'invasion observée 
suite au «knockdown» de XIAP puisse être dû à l' augmentation du nombre de cellules 
apoptotiques. Toutefois, ces résultats soulignent et mettent en évidence l'importance de 
XIAP dans l'invasion chez les cellules du carcinome endométrial. L'équipe de Mehrotra 
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(Mehrotra et al., 2010) a rapporté une coopération entre XIAP et la Survivin qUi 
stimulerait l'invasion et la métastasie en formant un complexe XIAP/Survivin capable 
d'activer NF-KB et ce, indépendamment de leur rôle anti-apopotique. li pourrait être 
intéressant éventuellement d'examiner cette relation entre XIAP et la Survivin afin de 
déterminer l'impact de ce complexe sur l'invasion observée dans notre système de 
même que de déterminer si XIAP peut réguler l'expression des MMPs. 
5.1.2.5 Les voies de signalisation impliquées dans l'invasion induite par l'ocytocine 
chez les cellules du cancer de l'endomètre 
Les mécanismes et les voies de signalisation impliqués dans la réponse à 
l'ocytocine ne sont toujours pas clairement établis à ce jour. Certaines équipes ont 
rapportées l'implication de la voie cAMP-PKA (Casso ni et al., 2004) mais surtout celle 
des MAP kinases (Krishnaswamy et al., 2010; Rimoldi et al., 2003; Strakova et al., 
1998). Nous avons donc examiné si ces voies de signalisation étaient impliquées ou non 
dans l'invasion que nous avons observé suite à l'exposition des cellules du carcinome 
endométrial humain à l'ocytocine, et ce à l'aide d'inhibiteurs pharmacologiques. Cette 
étude nous a permis d'écarter, sans surprise, l'implication de la voie de cAMP-PKA 
dans notre système, voie surtout associée à l'effet inhibiteur de l'ocytocine sur la 
prolifération (Cassoni et al., 2000). Nous avons aussi utilisé deux inhibiteurs de la voie 
des MAP kinases afin d'évaluer la voie non classique de la p38 MAP kinase et la voie 
canonique de ERKl/2, ces deux voies étant en lien avec la production des 
prostaglandines via la cPLA2 (Lin et al., 1993; Kramer et al., 1996). Ainsi, nous avons 
éliminé l'action de la p38 MAP kinase dans notre réponse alors que nous avons obtenu 
une réduction de l'invasion d'environ 45 % suite à l'inhibition de ERKl/2. L'inhibition 
de la PI3-K, quant à elle, bloque totalement l'invasion de nos cellules suite à leur 
exposition à l'ocytocine. Ces résultats suggèrent un rôle central pour la voie de 
PI3-KlAkt avec une certaine participation de la voie de ERKl/2 dans l'invasivité 
induite par l'ocytocine mais également que l'activation de la voie PI 3-KlAkt se situe en 
amont de l'activation de la voie de ERKll2. 
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Parallèlement à la publication de nos travaux, l'équipe de Krishnaswamy 
(Krishnaswamy et al., 2010) a démontré que l'EGFR (Epidermal Growth Factor 
Receptor) était un intermédiaire obligatoire pour l'expression de la COX-2 et pour la 
production de PGF2a chez les cellules endométriales bovines en réponse à l'ocytocine. 
Plus important encore, ils ont démontré que le EGFR pouvait simultanément activer la 
voie c-Src1ERK1I2 et PI 3-K ce qui est consistant avec nos résultats. li serait important 
pour la suite de notre étude de documenter la participation et la transactivation de EGFR 
dans notre modèle d' invasion en lien avec la voie de COX-2/PGE2/PI3-KJAkt/XIAP 
ainsi que d'investiguer l'apport de ERKll2 dans notre système. 
Plusieurs études ont rapporté que la PKC était impliquée dans la régulation de la 
PLA2, dans l'invasivité cellulaire, dans le contrôle des MMPs, dans la régulation de 
Bc1-2 et la chimiorésistance ainsi que dans la réponse à l'ocytocine (Van Themsche et 
al., 2008; Zhang et al., 2004; Li et al., 2007; Copland et al., 1999b; Ku et al., 1995; 
Nishizuka, 1988; Rouette et al., 2012). Vraisemblablement, l'ocytocine exercerait ses 
fonctions via la voie PLC/PKC/c-SrcIEGFRlERKll2 (Krishnaswamy et al., 2010; 
Molnar et al., 1999; Pequeux et al., 2004; Rimoldi et al. , 2003; Strakova et al., 1998). 
Nous avons donc examiné l'effet de l'inhibition de la PKC sur l' invasion de nos cellules 
exposées à l'ocytocine à l'aide de la chelerythrine chloride, un inhibiteur des isoformes 
a, ~, Ô et y de PKC. L'activation de la PKC est considérée comme un évènement 
survenant tôt dans la cascade des signaux intracellulaires, il n'est donc pas surprenant 
que son inhibition ait totalement bloqué l'invasion de nos cellules. Bien que l'invasion 
soit induite aux deux concentrations d'ocytocine utilisées, nous avons noté qu'elle était 
maximale à 1 [.lM d'OT avec une augmentation de 45 % comparativement à 22 % 
lorsque les cellules du carcinome endométrial sont exposées à 10 [.lM d ' OT, ce qui 
représente une diminution de l'invasion d'environ 50 %. Également, nous avons noté 
que la réponse de certaines protéines ou état de phosphorylation semblaient suivre ce 
même patron d'expression: il s'agit de la pBc1_2ser70, de BCL-XL, Mc1-1 ainsi que 
XIAP. Les travaux de Huang (Huang et al., 2010) ont rapporté que l'inhibition de la 
PKC pouvait déphosphoryler la protéine Bc1-2 sur la sérine 70 sans altérer la 
phosphorylation de la thréonine 56, ce qui est consistant avec nos résultats. Aussi, 
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l'équipe de Wu (Wu et al., 2012) a démontré très récemment que l'inhibition de la PKC 
diminuait la phosphorylationlactivation de ERK1I2, de NF-KB, de Bcl-XL ainsi que de 
XIAP. Les conclusions de ces travaux nous permettent de suspecter que la diminution de 
l'invasion observée à 10 !lM d'OT puisse être dû à un mécanisme d'inhibition de la 
PKC non identifié dans notre modèle. Étant donné que les inhibitions de PKC, PI 3-K et 
XIAP ont totalement bloqué le processus d'invasion comparativement à ERK1I2, il 
serait important de déterminer si PKC peut réguler la voie de PI 3-KlAkt et si 
PKClERK1I2 peut être impliqué dans la régulation de XIAP. L'ensemble de ces données 
semble indiquer que la PKC joue un rôle essentiel dans l'invasivité de nos cellules en 
réponse à l'ocytocine. 
5.1.2.6 L'initiation du processus apoptotique induite par l'ocytocine dans les cellules 
cancéreuses de l'endomètre 
En examinant l'effet de l'ocytocine sur la voie de PI 3-KlAkt et ses cibles situées 
en aval, nous avons constaté que la protéine BAD était activée, suggérant l'initiation du 
processus apoptotique dans notre modèle. BAD est une des premières composantes de la 
machinerie apoptotique à être phosphorylé par Akt (Yang et al., 1997) ce qui entraîne sa 
séquestration par la protéine 14-3-3 et conséquemment son inactivation. Nos résultats 
démontrent une forte augmentation de l'expression de BAD et une réduction de sa 
phosphorylation, ce qui est en accord avec son activation. Nous avons donc investigué 
du côté des protéines anti-apoptotiques de la famille de Bcl-2 afin de vérifier si leurs 
expressions pouvaient contrecarrer celle de BAD. Plusieurs études ont rapporté qu'Akt, 
ERK1I2 et PKC pouvaient réguler l'expression de Bcl-2 en réponse à plusieurs stimuli 
(Villar et al., 2009; Itano et al., 1996; Deng et al., 2000; Shankar et al., 2010; 
Pugazhenthi et al., 2000; Rouette et al., 2012). Ainsi, l'ocytocine n'augmente pas 
l'expression de Bcl-2 telle qu'attendue mais plutôt sa phosphorylation/activation (Ser70 
et Thr56) alors que Bcl-XL et Mcl-l voient leur expression augmenter suggérant une 
contre-balance anti-apoptotique à l'activation de BAD. Toutefois, il semble que cela ne 
soit pas suffisant pour s'opposer à l'action de BAD puisque nous avons détecté la 
présence de caspase-3 clivée/activée dans notre système. De plus, la présence de la 
caspase-3 clivée augmente d'une manière dose-dépendante suggérant un effet 
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cytotoxique produit par les concentrations d'ocytocine que nous avons utilisées lors de 
cette étude, soit 1 et 10 [.lM. À la lumière de ces résultats, nous avons recherché la 
présence de fragments clivés de PARP qui est la principale cible de la caspase-3 activée. 
PARP est impliqué dans la réparation de l'ADN et son clivage est un important 
indicateur de l'achèvement et de l'irréversibilité du processus apoptotique (Oliver et al., 
1998). Aucun fragment de PARP clivé n' a été détecté et aucune augmentation 
significative du nombre de cellules apoptotiques n' a été observée suite à l'exposition à 
l'ocytocine dans notre système suggérant qu'en dépit du fait que le processus 
apoptotique ait été initié un autre mécanisme cellulaire est venu interférer tardivement 
avec celui-ci et le désamorcer. XIAP qui est reconnue pour se lier et inhiber directement 
la caspase-3 (Deveraux et al. , 1997) est augmentée en réponse à l'ocytocine dans les 
cellules du carcinome endométrial mais cette réponse est plus importante à 1 [.lM qu'à 
10 [.lM d'OT. Nous avons donc examiné l'expression de cIAP-1 et cIAP-2 aussi 
reconnues pour bloquer la cascade des caspases (Xu et al. , 2009). Nous avons constaté 
que l'expression de cIAP-1 et cIAP-2 augmentait suite à l'ocytocine de façon 
dose-dépendante et que cette augmentation était beaucoup plus marquée pour la protéine 
cIAP-l. Ces résultats suggèrent que cIAP-1 et dans une moindre proportion cIAP-2 
seraient impliquées dans l'inhibition tardive de l'apoptose induite par l'ocytocine dans 
notre modèle alors que XIAP semblerait jouer un rôle plus actif dans le processus 
d'invasion. La diminution de l'expression de XIAP observée suite à l'exposition à 
10 [.lM d'OT, alors qu'il y a augmentation du clivage de la caspase-3, semble 
effectivement vouloir évincer la candidature de XIAP comme principal acteur dans 
l'inhibition tardive de l'apoptose dans notre système. Afin de valider cette hypothèse, il 
suffirait de procéder à une analyse de type si RNA de cIAP-l et cIAP-2 aux 
concentrations d'ocytocine usuelles dans notre étude et de vérifier s'il y a ou non une 
augmentation de PARP clivé et du nombre de cellules apoptotiques, puis de comparer 
avec les résultas du si RNA de XIAP. 
Comment expliquer la déphosphorylation de BAD malgré la présence d'Akt 
phosphorylé et activé dans notre système? Il a été rapporté qu'une importante 
concentration de Ca2+ intracellulaire pouvait induire l'apoptose via l'activation d'une 
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phosphatase calcium-dépendante, la calcineurine, qui déphosphorylerait BAD et 
entraînerait conséquemment l'activation de la caspase-3 (Wang et al., 1999; Springer et 
al., 2000). Aussi, l'activation du récepteur DTR stimule l'activité de la phospholipase C 
qui clive le PIP2 membranaire en DAG (diacyl glycerol) et en IP3. Alors que le DAG 
participe à l'activation de la PKC, le IP3 est relâché dans le cytoplasme et se lie au 
réticulum endoplasmique afin de faire augmenter la concentration de Ca2+ dans le 
cytosol, ce qui entraîne une cascade d'évènements et de changements intracellulaires 
(Gimpl and Fahrenholz, 2001). il serait alors possible que 10 [.lM d'OT soit une dose 
suffisante pour induire une certaine élévation du Ca2+ intracellulaire stimulant cette 
fonction de la calcineurine qui initierait alors le processus apoptotique. Cette hypothèse 
pourrait être vérifiée en utilisant un inhibiteur de la calcineurine telle que la cyclosporine 
ou un siRNA en présence d'DT et regarder ce qui se passe au niveau de l'expression de 
BAD et sa phosphorylation ainsi que de la caspase-3. De plus, afin de déterminer si cela 
est bel et bien dû à une certaine toxicité des doses utilisées dans notre étude, il s ' agirait 
finalement de comparer les résultats obtenus avec ceux de concentrations plus faibles 
d'OT. 
Également, il a été rapporté que la calcineurine pourrait aussi inhiber la voie de 
PKC/MAP kinase afin de réguler l'invasion cellulaire chez les kératinocytes (Kashyap 
and Rabinovitz, 2012). il serait donc possible que la diminution de l'invasion observée 
lorsque les cellules sont exposées à 10 [.lM d'DT ainsi que l'initiation du processus 
apoptotique soit en lien avec une inhibition de la PKC dans notre système suite à une 
suractivation de la calcineurine. 
5.2 Conclusion 
Dans le premier volet de nos travaux, nous avons caractérisé une nouvelle lignée 
du carcinome endométrial qui avait pour particularité d'avoir été isolée à partir d'une 
métastase et d'être issue d'un cancer de stade avancé (stade I1IC) et pauvrement 
différencié (grade III). Très peu de lignées du cancer endométrial disponibles comme 
modèle in vitro dérivent directement de métastases. Établie à partir d'une métastase 
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ovarienne, l'origine endométriale de la lignée EN-1078D à été confirmée. Au niveau des 
récepteurs sexuels stéroïdiens, la lignée a la spécificité d'exprimer les deux récepteurs à 
l'oestrogène (ERn, ER~) et seulement le récepteur à progestérone B (PR-B). Nous avons 
aussi procédé à l'identification des mutations les plus fréquemment retrouvées dans les 
cancers endométriaux. Ainsi, les gènes K-Ras et PTEN sont mutés alors que le gène 
Her-2/neu n'est pas amplifié. Malgré la présence d'un PTEN muté, la lignée EN-1078D 
n'exprime pas ou très peu de phospho-Akt et démontre une chimiosensibilité au 
cisplatine et à la doxorubicine. Les cellules EN-1078D expriment les MMP-2 et 
MMP-14 et très peu de TIMP-2, sont très invasives et agressives in vitro et ont 
également démontré des capacités tumorigéniques in vivo. À la lumière de ces résultats, 
il semble que la nouvelle lignée EN-1078D pourra être utile comme modèle et 
contribuera à mieux comprendre les mécanismes impliqués dans le phénotype 
métastasique du cancer endométrial et leur régulation par les hormones stéroïdiennes 
sexuelles. 
Dans le deuxième volet de nos travaux, nous nous sommes intéressés à l'effet de 
l'ocytocine sur les cellules du cancer de l'endomètre. Contrairement à ce qu'il avait été 
précédemment rapporté, l'ocytocine ne produit aucun effet prolifératif ou inhibitif sur 
les cellules cancéreuses endométriales. En revanche, nous rapportons pour la première 
fois que l'ocytocine peut induire l'invasion des cellules du cancer de l'endomètre et ce 
via la PGE2 et son récepteur EPI. L'invasion induite par l'ocytocine est tributaire de la 
participation de la COX-l, de la COX-2 ainsi que de XIAP qui semblent tous être 
dépendants de l'activation de la PI3-K. Nos résultats indiquent que XIAP joue un rôle 
clé dans le processus d'invasion et que son expression/activité est assujettie à la 
régulation de COX-2. Nous avons également démontré pour la première fois que la 
COX-l et la COX-2 agissent synergiquement dans la régulation des MMPs : la COX-l 
régule l'expression de la MMP-14, le principal activateur de la MMP-2, alors que la 
COX-2 régule celle de la MMP-2. L'étude avec les inhibiteurs pharmacologiques nous a 
révélé que la PKC et la voie de PI3-KlAkt jouent un rôle central dans l'invasivité 
induite par l'ocytocine mais aussi que la voie de ERK1I2 contribue en partie à cette 
réponse. De plus, nos résultats suggèrent que l'activation de la voie PI 3-KlAkt se situe 
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en amont de l'activation de la voie de ERK1I2. Bien que d'autres investigations soient 
nécessaires afin d'élucider les mécanismes et facteurs impliqués dans l'invasion des 
cellules du cancer endométrial en réponse à l 'ocytocine, nos résultats suggèrent que la 
présence du récepteur OTR dans les cellules du cancer de l'endomètre devrait être 
considéré comme un important facteur impliqué dans la progression du cancer 
endométrial. 
La disponibilité de nouveaux modèles d'études permet de mIeux salSlr les 
mécanismes qui participent au développement et à la progression du phénotype 
métastatique et ce, afin d' en identifier les différents acteurs. La caractérisation de la 
lignée du carcinome endométrial EN-1078D a été effectuée dans cette perspective. 
Aussi, nous avons mis en évidence un effet insoupçonné jusqu'alors de l'ocytocine sur 
les cellules du cancer de l'endomètre qui nous rappelle en fait toute la complexité du 
processus cancéreux et la nécessité de poursuivre la recherche afin d'offrir un meilleur 
prognostic de survie aux femmes atteintes d'un cancer endométrial présentant des 
métastases. 
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